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RESUMO

Candida auris foi identificada pela primeira vez no Japao ha mais de uma década. Desde entao,
foi relatada em todos os continentes e tem se tornado uma ameaca global devido a sua rapida
capacidade de desenvolver resisténcia a todas as classes de antifungicos (azolicos, polienos e
equinocandinas), comprometendo o tratamento das infecgdes. Também apresenta menor
susceptibilidade aos desinfetantes hospitalares, facilitando sua permanéncia nesses locais. Em
2020 foi relatado o primeiro surto no Brasil, e desde entdo foram notificados mais de 70 casos
em todo o pais. Neste cendrio, os produtos naturais tém sido amplamente estudados a fim de
encontrar moléculas com potencial antimicrobiano. Poucos produtos com acdo antifungica
foram aprovados nas Ultimas décadas por conta da citotoxicidade em células humanas. O
eugenol e cinamaldeido apresentam acdo antimicrobiana contra varias espécies de Candida.
Assim, 0s objetivos deste estudo foi avaliar a acdo destes compostos em isolados clinicos de C.
auris através de testes de sensibilidade de microdiluicdo em caldo, bem como verificar os
possiveis mecanismos de acdo desses compostos através de analise protebmica. Ambos o0s
produtos apresentaram uma acdo fungicida em concentracGes variando entre 31,25 e 250
Hg/mL. Os produtos apresentaram acgdo sinérgica combinados entre si e em combinagdo com o
itraconazol. Eugenol e cinamaldeido reduziram a producdo de biomassa de biofilme em mais
de 50%, entretanto, a biomassa de biofilme foi aumentada para a maioria dos isolados quando
tratados com ambos os produtos. O eugenol ndo apresentou citotoxicidade nas concentragdes
em que inibe o crescimento da levedura. Por outro lado, o cinamaldeido se mostrou mais
citotoxico nas concentragdes em que houve inibicdo do crescimento, causando uma reducgédo da
viabilidade celular de até 95% na concentracdo de 500 pg/mL. A analise proteébmica
demonstrou que o mecanismo de acdo de eugenol e cinamaldeido possivelmente esta
relacionada a biossintese de ergosterol. Os resultados desse estudo sugerem que o eugenol pode
ser um candidato para o desenvolvimento de formulagOes para o tratamento de infecgdes
causadas por C. auris. Devido a elevada citotoxicidade e reatividade do cinamaldeido, esse
composto poderia ser estudado como possiveis formulacdes de desinfetantes e seus derivados
avaliados em relacéo a seguranca.

Palavras-chave: Atividade antifungica, C. auris, Cinamaldeido, Eugenol, Multirresisténcia,
Produtos Naturais.



ABSTRACT

Candida auris was first identified in Japan more than a decade ago. Since then, it has
been reported on all continents and has become a global threat due to its rapid ability to develop
resistance to all classes of antifungals (azoles, polyenes and echinocandins), compromising the
treatment of infections. It is also less susceptible to hospital disinfectants, making it easier to
stay in these places. In 2020, the first outbreak was reported in Brazil, and since then more than
70 cases have been reported across the country. In this scenario, natural products have been
widely studied in order to find molecules with antimicrobial potential. Few products with
antifungal action have been approved in recent decades due to their cytotoxicity in human cells.
Eugenol and cinnamaldehyde have antimicrobial action against several Candida species. So,
the objectives of this study were to evaluate the action of these compounds on clinical isolates
of C. auris through broth microdilution sensitivity tests, as well as to verify the possible
mechanisms of action of these compounds through proteomic analysis. Both products showed
a fungicidal action at concentrations ranging between 31.25 and 250 pg/mL. The products
showed synergistic action combined with each other and in combination with itraconazole.
Eugenol and cinnamaldehyde reduced biofilm biomass production by more than 50%, however,
biofilm biomass was increased for most isolates when treated with both products. Eugenol did
not show cytotoxicity at concentrations at which it inhibits yeast growth. On the other hand,
cinnamaldehyde was more cytotoxic at concentrations where growth was inhibited, causing a
reduction in cell viability of up to 95% at a concentration of 500 pg/mL. Proteomic analysis
demonstrated that the mechanism of action of eugenol and cinnamaldehyde is possibly related
to the biosynthesis of ergosterol. The results of this study suggest that eugenol may be a
candidate for the development of formulations for the treatment of infections caused by C.
auris. Due to the high cytotoxicity and reactivity of cinnamaldehyde, this compound could be
studied as possible formulations of disinfectants and their derivatives evaluated for safety.

Keywords: Antifungal activity, C. auris, Cinnamaldehyde, Eugenol, Multidrug resistance,

Natural Products.
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1 INTRODUCAO

1.1 Candida auris

Candida auris foi identificada pela primeira vez no canal auditivo de uma paciente no
Japao em 2009 (Satoh et al., 2009). No mesmo ano, foram reportados 15 isolados em pacientes
com otite média na Coréia do Sul (Kim et al., 2009). A partir de entdo foi identificada em todos
0s continentes, e se tornou uma ameaga global, ocasionando infec¢Ges invasivas e surtos em
unidades de satde (Chowdhary et al., 2017; Sears e Schwartz, 2017).

Surgiu de forma simultanea e independente em quatro regides distintas no planeta. Os
isolados sdo classificados em 5 clados geograficos: clado I, do Sul asiatico, clado I, do Leste
asiatico, clado 111, da Africa do Sul, clado 1V, da América do Sul e clado V, do Ir4. Os isolados
de diferentes clados diferem em dezenas de milhares de polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs). Entretanto, em um mesmo clado, os isolados séo praticamente indistinguiveis entre
eles em relacdo ao genoma. O ancestral comum mais recente de trés dos cinco clados é datado
de 1980 (Chow et al., 2020; Mufioz et al., 2021; Ruiz e Lorenz, 2020).

Os isolados dos clados I, 111 e 1V séo associados a uma maior prevaléncia de infecgdes
multirresistentes e surtos em unidades de salde. Esses isolados apresentam pelo menos uma de
trés mutagdes (Y132F, K143R e F126L) no alvo dos azolicos. Os isolados dos clados | e 1V
também apresentam mutacdes no gene que codifica a expressdo das bombas de efluxo. Cerca
de 7% dos isolados dos clados I, Il e 1V também apresentam resisténcia as equinocandinas.
Por outro lado, o clado Il estad mais associado as infec¢es no canal auditivo e apresenta maior
susceptibilidade aos farmacos antifingicos e aos desinfetantes e sdo mais sensiveis a estressores
ambientais (Mufioz et al., 2021).

As mudancas climéticas provavelmente sdo responsaveis pela emergéncia de C. auris
como patdgeno causador de infeccBes em humanos. Acredita-se que a levedura superou a
barreira térmica dos mamiferos como adaptacdo ao aquecimento global e temperaturas mais
elevadas dos reservatérios ambientais. Possivelmente, foi transportada de areas Umidas ou
ecossistemas costeiros por animais migratérios, como as aves, para outras areas do planeta onde
ocorreram colonizagdes em humanos (Garcia-Bustos et al., 2021). Arora et al. (2021) isolaram
C. auris em um pantano e uma praia arenosa na india, sugerindo uma associacio com o
ecossistema marinho. Escanddn (2022) isolou C. auris em estuarios na Colémbia. Isolados
obtidos em locais onde ndo hé atividade humana apresentam susceptibilidade aos antifungicos
e crescimento mais lento a 37°C e 42°C, sugerindo que essa levedura rapidamente se adaptou
as temperaturas mais elevadas.
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O reservatorio ambiental de C. auris ainda é desconhecido, seu modo de transmissdo
também € desconhecido e ainda ndo definido, mas sabe-se da presenca da levedura em
ambientes nosocomiais com risco de transmissado horizontal entre os pacientes (Brasil, 2017).

Dentro dos fatores que contribuem para a transmissao € de relevancia a colonizacao
prolongada de doentes clinicos e de triagem e a contaminacdo ambiental. A colonizacédo
persistente das pessoas afetadas e a falta de um regime de descolonizagéo resultam num grande
reservatorio de pessoas que transportam o organismo, sendo que a falta de medidas de controle
da infeccdo amplifica todo o processo (Adams et al., 2018). Estudos mostram que ainda
existem duvidas no que diz respeito ao tempo que individuos podem permanecer colonizados e
nas medidas que podem ser eficazes para reducdo da carga fangica (Berkow et al., 2017; Khan
etal., 2017; Tsay et al., 2018).

Embora C. auris colonize preferencialmente a pele, ja foi isolada do intestino e de
mucosas oral e esofagica de individuos infectados. Pode ocasionar fungemia, infeccbes em
feridas cirargicas e ndo cirdrgicas, do trato urinario, meningite, miocardite, abcessos cutaneos
e infeccOes Osseas (Bandara e Samaranayake, 2022). Os surtos causados por C. auris estdo
associados a elevadas taxas de mortalidade, especialmente em individuos imunocomprometidos
(Borman et al., 2016; Chaabane et al., 2019). Foram relatados surtos em diversos paises, como
Kuwait, México, Oma, Russia, Arabia Saudita, Espanha e Estados Unidos, atingindo uma
mortalidade de cerca de 70% (Moraes, 2022). S&o comummente reportadas taxas de
mortalidade de 30 a 40% associadas a infecdo da corrente sanguinea por Candida, mesmo em
pacientes que receberam tratamento antifingico, enquanto a taxa geral de mortalidade intra-
hospitalar da candidemia por C. auris varia de 30% a 60%, e as infec¢Oes ocorrem tipicamente
varias semanas apés a admissdo (CDC, 2019).

Sistemas disponiveis comercialmente e métodos tradicionais fenotipicos
frequentemente identificam C. auris erroneamente como outras espécies, entre elas C.
haemulonni, Rhodotorula glutinis, Saccharomyces cerevisae e menos frequentemente C.
famata, C. guillermondii, C. parapsilosis, C. dobushaemulonni, C. lusitanie e C. albicans
(Garcia-Bustos et al., 2021). A identificacdo desta levedura deve ser amparada por técnicas que
permitam caracterizar com acuracia C. auris, como MALDI-TOF (Matrix Associated Laser
Desorption-lonization) e/ou sequenciamento da regido D1-D2 do DNA ribossomico (rDNA)
ou da regido interna espacadora transcrita (ITS) do rDNA (Schelenz et al., 2016). Devido essas
dificuldades para identificacdo e a subnotificacdo, sua real prevaléncia e epidemiologia ainda
néo sdo totalmente compreendidas (Cortegiani et al., 2018).

Kathuria et al. (2015) analisaram 102 isolados clinicos em Delhi, na india, previamente

identificados como C. haemulonii no periodo entre 2010 e 2014. Dentre os isolados, 90 foram

17



confirmados como C. auris pelo sequenciamento da regido ITS. Os achados foram confirmados
por MALDI-TOF. Lee et al. (2011) analisaram seis isolados de casos de fungemia, dos quais
dois foram obtidos em 1996 e quatro em 2009 em hospitais universitarios da Coréia do Sul,
identificados como C. haemulonni e R. glutinis pelos sistemas VITEK 2 YST e API 20C,
respectivamente. Apds o sequenciamento das regides ITS e D1/D2 todos os isolados foram
identificados como C. auris com 100% de similaridade no GenBank, indicando que a levedura
coloniza humanos hé pelo menos trés décadas.

Os principais fatores de risco predisponentes para a infecdo por C. auris sao similares a
outras espécies de Candida, pois sdo patégenos oportunistas. Assim incluem, a hospitalizagdo
prolongada, cirurgia abdominal, internamento em unidade de terapia intensiva, doenca de base
grave e imunossupressdo, como malignidade hematoldgica, tumores solidos, transplante de
medula dssea e HIV, doenga renal cronica, presenca de cateteres venosos centrais e/ou urinarios
centrais, cirurgia recente, terapia com corticosteroides, nutricdo parentérica, neutropenia,
exposicdo prévia a antibioticos de amplo espectro e terapia antifungica nos Gltimos 90 dias de
internacdo (Sardi et al., 2018).

Candida auris possui uma elevada capacidade de colonizar e persistir em superficies.
Welsh et al., (2017) demonstraram que C. auris permanece viavel em superficies plasticas por
até duas semanas. Esse fator possivelmente esta relacionado a tolerancia ao estresse ambiental
e a formacdo de biofilmes. A permanéncia em ambientes hospitalares é potencializada pela
resisténcia aos desinfetantes utilizados nestes locais. (Chaabane et al., 2019). Kean et al. (2018)
analisaram a eficacia de NaOCI (hipoclorito de sddio) e acido paracético em aco inoxidavel,
polimeros e superficies de celulose. Ambos os desinfetantes se mostraram eficazes para
eliminar células de C. auris em todas as superficies analisadas. Entretanto, algumas células
viaveis permaneceram apo6s a aplicacdo de hipoclorito de sodio em superficies ndo porosas.
Mesmo com uma exposi¢do prolongada ao desinfetante a uma maior concentracao, ocorreu um
crescimento residual quando as células foram inoculadas em um meio de culturarico.

Além da resisténcia aos compostos desinfetantes, isolados de C. auris se mostram pouco
sensiveis aos antiflngicos utilizados na clinica. Cerca de 90% dos isolados de C. auris sdo
resistentes ao fluconazol, embora as taxas de resisténcia variem consideravelmente entre os
diferentes clados. A taxa de resisténcia a anfotericina B pode chegar até 30% (Lockhart, 2019).

1.2 BRASIL E Candida auris
Em dezembro de 2020 foi notificado a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria) o primeiro caso positivo de C. auris no Brasil, isolado de ponta de cateter de paciente
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internado em uma UTI de um hospital em Salvador/BA. O paciente, de 59 anos e do sexo
masculino, sempre morou na regido e ndo tinha historico de viagens internacionais recentes.
Este foi o primeiro caso de um surto com 15 casos, que culminou em dois dbitos (Anvisa, 2020).
Uma segunda paciente, do sexo feminino, de 74 anos, também sempre morou na regido de
Salvador e ndo tinha historico de viagens internacionais recentes. Houve a confirmacao dos
isolados de C. auris por meio de espectrometria de massa e analise de dados de sequenciamento
da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) de rDNA. Ambos os isolados apresentaram 66%
de similaridade com os isolados do clado Sul asiatico. Os isolados apresentaram concentracdes
inibitérias minimas (CIMs) de 1 pg/mL, 2 pg/mL, 0,03 pg/mL e 0,06 pg/mL para anfotericina
B, fluconazol, voriconazol e anidulafungina, respectivamente. Esses dados sdo diferentes dos
encontrados na maioria dos isolados Sul asiaticos. As mutacGes relacionadas a resisténcia aos
azolicos e equinocandinas estavam ausentes nos genes ERG11 e FKS1. Os isolados ainda ndo
foram suficientemente estressados para se tornarem resistentes e foram introduzidos
recentemente no hospital de Salvador. O historico de restricdo de viagens devido a pandemia
de COVID-19 leva a hipdtese de que a espécie foi introduzida varios meses antes do
reconhecimento e/ou emergiu localmente (De Almeida et al., 2021a).

Em outro estudo conduzido por De Almeida et al. (2021b), observou-se que a maioria
dos pacientes colonizados por C. auris no hospital em Salvador teve culturas de esfregaco de
axilas positivas. Também foi verificada uma elevada taxa de positividade de cultura em
termémetros digitais. O monitoramento de temperatura com sondas reutilizaveis e termémetros
digitais desinfectados de maneira inadequada pode ter contribuido para o surto que ocorreu no
hospital apds o relato do primeiro caso no Brasil, semelhantemente a um surto que ocorreu no
Reino Unido em 2018 (Eyre et al., 2018).

Unidades de Terapia Intensiva sobrecarregadas com pacientes ventilados
mecanicamente e com outros procedimentos invasivos, elevada pressao seletiva antibacteriana
e antifangica e reutilizacdo de equipamentos de protecdo individual devido a escassez podem
levar a disseminagéo de C. auris no contexto da pandemia de COVID-19, como ocorrido nos
Estados Unidos, India, México, Italia e Libano (De Almeida et al., 2021b; Eyre et al., 2018) O
historico de restricdo de viagens devido a pandemia de COVID-19 levou a hipotese de que a
espécie foi introduzida varios meses antes do reconhecimento e/ou emergiu localmente (De
Almeida et al., 2021b).

Em dezembro de 2021, a Anvisa recebeu a notificacdo de outro surto de C. auris, que
ocorreu em um Hospital da Rede Publica de Salvador/BA. Candida auris foi isolada e
identificada em uma amostra de urina em paciente de 88 anos, caracterizando o segundo surto
(ANVISA, 2021).
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Em janeiro de 2022, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) recebeu a
notificacdo e confirmacdo de dois casos de C. auris em um hospital em Pernambuco,
caracterizando o terceiro surto do fungo no pais (ANVISA, 2022).

Em maio de 2023, foram notificados novos surtos em trés hospitais de Pernambuco. Em
junho do mesmo ano, foi notificado o primeiro caso no estado de S&o Paulo, em um recém-
nascido. A identificacdo ocorreu através de uma amostra de swab retal de vigilancia, e
posteriormente, em hemocultura e urocultura por meio de anélises em MALDI-TOF. Com a

identificacdo deste isolado, 77 casos de C. auris sao totalizados no Brasil (ANVISA, 2023).

1.3 BIOFILME
Os fatores de viruléncia de um microrganismo séo atributos que contribuem para a sua

patogenicidade, causando doenca no hospedeiro. Frequentemente, esses fatores contribuem
para a sobrevivéncia do organismo em ambientes indspitos, permitindo sua multiplicacdo e
sobrevivéncia. Dentre os fatores de viruléncia comuns em espécies de Candida, destacam-se a
capacidade de alterar seu fendtipo e morfologia, formacédo de hifas e pseudo-hifas, evasdo do
sistema imune, capacidade de evaséo e a formacao de biofilmes (Watkins et al., 2022).

Os biofilmes produzidos por espécies do género Candida sdo de relevancia clinica e
estdo associados a resisténcia adaptativa aos antifungicos e a elevadas taxas de mortalidade e
morbidade. Candida auris sobrevive e persiste em superficies, incluindo aco e plastico, por até
quatro semanas e formam biofilmes altamente resistentes, cuja formacéo € associada a falha de
tratamento e a recorréncia de infeccbes crbnicas (Rajendran et al., 2012). Os biofilmes
produzidos por C. auris sdo constituidos predominantemente por leveduras em brotamento e
pseudo-hifas, diferentemente dos biofilmes produzidos por C. albicans, que sdo
predominantemente constituidos por hifas (Sherry et al., 2017).

Os pacientes acometidos por infeccdes invasivas causadas por C. auris séo
frequentemente submetidos a procedimentos médicos, como implantagdo de cateteres venosos
e urinarios e tubos para alimentacdo parenteral. Esses dispositivos parecem desempenhar um
importante papel na patogénese da candidemia causada por esta espécie. As infeccbes de
corrente sanguinea possivelmente estdo associadas com a formacdo de biofilmes nas
extremidades de cateteres, ocasionando sua disseminacgéo através dos vasos sanguineos (Sayeed
etal., 2020).

H& quatro estagios na formacdo de biofilmes por C. auris. Na adesdo, as células
planctonicas em forma de levedura aderem a superficies bidticas, como pele e mucosas, ou
abidticas, incluindo cateteres e proteses. Na iniciacdo, as celulas comecam a proliferar e a
formar pseudo-hifas. Na fase de maturacdo, a multiplicacdo continua e ocorre a formacao de
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uma matriz extracelular que envolve as células do biofilme. Na fase de disperséo, algumas
células se desprendem do biofilme e aderem em novas superficies, formando novos biofilmes,
ou caem na corrente sanguinea (Bapat e Nobile, 2021).

Durante a formacdo de biofilmes, a levedura secreta polissacarideos de manana e
glucana para formar uma barreira isolando-o do ambiente externo. As células ancoram-se a uma
superficie por meio de adesina. Quando o biofilme se ancora, as camadas passam a se espessar
e formam uma barreira, a qual o sistema imune do hospedeiro e os antifingicos ndo conseguem
acessar. Além disso, as bombas de efluxo sdo superativadas em biofilmes, auxiliando na
expulsdo de agentes antifuingicos. E comum que biofilmes estabelecidos ha mais tempo sejam
pan-resistentes, ou seja, apresentem resisténcia a todas as trés classes de antifingicos
disponiveis. Essas estruturas de resisténcia também sdo responsaveis pela disseminacéo
nosocomial, incluindo a dispersdo por meio dos profissionais de salde (Kean e Ramage, 2019;
Watkins et al., 2022).

Por meio de analises transcriptbmicas, verificou-se que C. auris regula positivamente
as adesinas CSAl, IFF4, PGA24 e PGA 26 ao formar e manter biofilmes. Com o
amadurecimento do biofilme, as proteinas transportadoras CDR1, SNQ2 e YHD3 sdo ativadas.
E provavel que as proteinas ALS1 e ALS5 contribuam para a adesdo durante a formacéo de
biofilme, entretanto, nessa espécie, a quantidade de proteinas do grupo ALS é menor do que
em C. albicans, fator que pode estar relacionado ao fato de biofilmes formados por C. albicans
serem mais robustos (Watkins et al., 2022).

Além dos mecanismos de resisténcia aos antifingicos, os biofilmes de C. auris também
apresentam menor susceptibilidade aos desinfetantes utilizados em ambientes hospitalares.
Diversos produtos que normalmente alteram a viabilidade celular, causam danos ao material
genético, alteracBes metabdlicas e danos a parede celular, ndo sdo capazes de alterar a
viabilidade de C. auris, ndo impedem a proliferacdo e ndo previnem a regeneracédo de biofilme,
representando um sério risco a desinfeccdo adequada desses ambientes. A espécie também
apresenta menor susceptibilidade aos desinfetantes a base de quaternarios de amonio, que sdo
comumente utilizados em ambientes de assisténcia a satde (Cadnum et al., 2017; Ledwoch e
Maillard, 2019).

1.4 RESISTENCIA AOS ANTIFUNGICOS
A incidéncia de doengas causadas por fungos aumentou consideravelmente nos ultimos

anos. Estima-se que ocorram cerca de 300 milhdes de infec¢des fungicas potencialmente fatais

anualmente, resultando em 1,7 milhGes de mortes. As terapias atuais apresentam limitacdes,
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como toxicidade, baixa biodisponibilidade e aumento de resisténcia. (Beardsley et al., 2018;
Gow et al., 2022).

A pressdo exercida pelo uso de antifingicos seleciona microrganismos intrinsecamente
resistentes ou esses microrganismos podem adquirir resisténcia durante terapias prolongadas
(Gow et al., 2022). O uso de antiflngicos agricolas também esta relacionado com o aumento da
resisténcia, sendo que os azolicos utilizados na agricultura compartilham o mesmo alvo de agédo
dos farmacos utilizados clinicamente (Barber et al., 2020). Shelton et al. (2022) avaliaram a
resisténcia ao tebuconazol, um dos compostos fungicidas mais utilizados no Reino Unido.
Cerca de 15% dos isolados avaliados eram resistentes ao antifungico, o que confere resisténcia
cruzada com os farmacos utilizados para tratar doengas em humanos e animais. Yadav et al.
(2022) avaliaram a presenga de leveduras em macas armazenadas e que foram tratadas com
fungicidas agricolas. Mais de 70% das leveduras isoladas nas superficies das frutas pertencem
ao género Candida e cerca de 11% foram identificadas como C. auris. Com excegdo de um
isolado, todos apresentaram resisténcia ao fluconazol. Esses isolados também apresentaram
baixa susceptibilidade aos fungicidas triazolicos agricolas. Foi observada resisténcia cruzada
entre os fungicidas agricolas e os antifingicos utilizados para tratar infecgdes em humanos e
animais.

Atualmente séo utilizadas cinco classes de farmacos para tratar as infeccbes causadas
por fungos. A classe dos polienos, que inclui a anfotericina B, que interage com o ergosterol
presente na membrana plasmatica destes organismos, formando poros e resultando na liberagédo
de glicose e dos ions K*, Mg?*, Ca* e CI". Apresenta acdo fungicida contra espécies de Candida,
Aspergillus flavus e A. fumigatus. Os azélicos inibem a acdo da 14- a-demetilase, impedindo
a conversdo de lanosterol em precussores do ergosterol, apresentando geralmente efeito
fungistatico contra leveduras. As equinocandinas impedem a sintese de 1,3-B-D-glucana, um
importante componente da parede celular. Essa classe de antifingico apresenta acdo fungicida
para espécies de Candida. A 5-flucitosina, um analogo sintético da citosina, interfere na sintese
de DNA. A griseofulvina interage com os microtubulos, impedindo a divisdo celular. E utilizada
para tratar infecg@es causadas por dermatofitos (Aris et al., 2017; Houst et al., 2020).

Uma das grandes preocupacOes relacionadas a C. auris é sua multirresisténcia as
principais classes de antimicrobianos usados no tratamento de infec¢@es fungicas. Em geral, C.
auris é resistente ao fluconazol, equinocandinas (anidulafungina, caspofungina, micafungina)
e a anfotericina B (Forsberg et al., 2019).

Os mecanismos moleculares associados a evasdo dos antifingicos por isolados de C.
auris sdo semelhantes aos relatados para outras especies. A resisténcia aos azoélicos esta

associada a superexpressao de bombas de efluxo e alteracbes na sintese de ergosterol, atraves
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de mutagdes em ERG11, Y132F e K143R. A resisténcia as equinocandinas € atribuida as
mutacdes no gene FKS1. Os polimorfismos de nucleotideo Unico em genes relacionados a
sintese de ergosterol sdo relacionados a resisténcia aos polienos. A substituicdo do aminoacido
fenilalanina por isoleucina (F2111) no gene FUR1, importante para a metabolizacdo da 5-
flucitosina € responsavel pela resisténcia em analogos de nucleosideos (Bandara e
Samaranayake, 2022; Rhodes et al., 2018).

Devido ao perfil multirresistente de isolados de C. auris, devem ser realizados testes de
suscetibilidade antes de iniciar a terapéutica, sendo a microdilui¢do preconizada pelo “Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI)” e “European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST)” a metodologia mais utilizada e recomendada como padrao
ouro. Porém, ainda ndo estdo estabelececidos valores de referéncia definitivos (“breakpoints™)
para a categorizacao de resisténcias em C. auris.

Com base na evidéncia clinica, enquanto os resultados dos testes de sensibilidade estdo
pendentes, a primeira linha de tratamento sdo as equinocandinas, ndo estando recomendada a
terapia antifungica combinada numa fase inicial da infeccdo (TSAY et al., 2018). Quando néo
ha sucesso no uso deste antifingico, a anfotericina B € utilizada.

1.5 PRODUTOS NATURAIS

A incidéncia crescente de infec¢bes flngicas invasivas graves provocadas por fungos
oportunistas tem sido alvo de constante preocupacéo, acarretando a busca por tratamentos cada
vez mais eficazes e drogas cada vez mais seguras (Bentubo e Gompertz, 2014). Porém, aumento
da variedade de patdgenos associados com infecgbes fungicas ndo tem encontrado
correspondéncia com o0 numero de agentes antifungicos disponiveis para tratamento. O
desenvolvimento de terapias antifungicas diminuiu, infelizmente, pois a industria farmacéutica
tem dado menor atencdo a essas patologias.

As limitacGes na eficécia e na tolerancia destes agentes em uso, falha na resposta clinica,
grande toxicidade, crescente tolerancia por microrganismos e as poucas op¢oes terapéuticas
atuais no mercado, tem estimulado a pesquisa de novas substancias com potencial antifangico,
tais como os produtos de origem natural (Fuentefria et al., 2017; Padovan et al., 2019).

Os produtos naturais tém sido amplamente estudados nos altimos anos devido ao seu
potencial farmacologico. As plantas medicinais, produtos vegetais e derivados de 0leos
essenciais sdo utilizados como componentes de medicamentos tradicionais devido ao seu
potencial farmacolégico. Em geral, os componentes com atividade bioldgica nesses compostos
sdo fenilpropandides, alcaldides, terpendides e quinonas. Cerca de 65% dos compostos
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organicos aprovados para uso humano nos ultimos quarenta anos correspondem a produtos
naturais ou derivados. (Arif et al., 2009; Moraes, 2022).

Oleos essenciais sdo compostos volateis extraidos de raizes, tronco, casca, caules,
folhas, flores e frutos de plantas. Sdo amplamente utilizados em produtos farmacéuticos,
cosméticos, alimentos e produtos quimicos. (Ju et al., 2020; Qian et al., 2020). Gupta et al.,
(2018) verificaram que os 0leos essenciais de cravo e canela, cujos principais compostos ativos
sdo eugenol e cinamaldeido, respectivamente, sdo capazes de eliminar até 80% do biofilme
produzido por C. glabrata, além de inibir o crescimento de células planctdonicas em
concentragcdes que variam de 64 a 128 pg/mL, bem como aumentar a geracdo de espécies
reativas de oxigénio, lise celular e diminuicdo da quantidade de ergosterol. Essas observacdes

sugerem gue esses compostos podem reduzir a integridade da membrana celular.

1.5.1 Eugenol

O eugenol (2-metoxi-4-(2-propenil) fenol) é um composto, presente em Gleos essenciais
de plantas das familias Lamiaceae, Laureaceae, Myrtaceae e Myristicaceae e o principal
composto do Oleo essencial de cravo-da-india (Eugenia caryophullata). E extraido
principalmente de Ocimun tenuiflo, Cassia fistula, Zieria smithii e Pimenta racemosa.
Quimicamente o eugenol é classificado como um terpendide, da classe dos monoterpenos,
apresentando atividade antioxidante, analgésica, antimutagénica, antiplaquetaria, antialérgica e
anti-inflamatéria. Demonstra acdo antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, parasitas, incluindo Giardia lamblia e contra fungos (Ju et al., 2020; Marchese et a.,
2017; Qian et al., 2020).

Em um estudo conduzido por Jianhua e Hai (2009) foi avaliada a sensibilidade de C.
albicans ao eugenol por meio da citometria de fluxo. O crescimento celular, bem como o indice
de proliferacdo, foi inibido proporcionalmente a elevacdo da concentracdo do produto. O
produto comprometeu a integridade da membrana, indicando que a morfologia celular sofreu
alterac@es, reduzindo seu tamanho. Por anélise de fluorescéncia, também foi possivel observar
uma perda de segmento de DNA.

Sharifzadeh e Shokri (2020) avaliaram a a¢&o do eugenol em isolados de C. krusei e C.
tropicalis. Para a primeira espécie, a concentracdo inibitéria minima variou entre 200 e 400
pug/mL. Ja para C. tropicalis, os valores variaram entre 400 - 800 pg/mL. A combinacdo com
voriconazol diminuiu a CIM desse antiflngico de 7,77 pg/mL para 0,41 pg/mL em C. krusei.
Mais de 80% dos isolados de C. tropicalis e 70% dos isolados de C. krusei analisados foram
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susceptiveis a combinacdo entre eugenol e voriconazol, demonstrando uma agédo sinérgica entre
esses produtos, e ndo houve acao antagonista para nenhum dos isolados.

Lone et al., (2020) demonstraram que a tosilagdo do eugenol no grupo hidroxila resulta
em moléculas com maior atividade antifungica. As concentrages inibitrias minimas variaram
entre 0,125 - 512 pg/mL. Também foi observado um aumento na quantidade de células
apoptoticas e despolarizacdo da membrana mitocondrial de acordo com a dose empregada do
composto, indicando a ativacdo de vias necrdticas. Biernasiuk et al., (2023) obtiveram CIMs
variando entre 0,25 e 4 mg/mL de eugenol para C. albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC
2091, C. parapsilosis ATCC 22019, C. glabrata ATCC 90030 e C. krusei ATCC 14243 e trinta
isolados clinicos de Candida spp.. ndo albicans obtidos de pacientes hospitalizados com
doencas hematoldgicas. Também foi demonstrada uma agdo do eugenol em combinagdo com o
cloreto de cetilpiridinio, clorexidina e triclosan, ambos compostos antissépticos.

He et al., (2007) demonstraram que o eugenol apresenta acdo inibitéria na formacao de
biofilmes por C. albicans dose-dependente e impede a formacéo de hifas. Com uma exposi¢édo
de 48 horas em uma concentracdo de 500 pg/mL o eugenol ndo eliminou completamente as
células do biofilme, mas reduziu a atividade metabdlica em cerca de 80%. Células expostas a
uma concentracdo de 200 pg/mL produziram biofilmes compostos principalmente por
leveduras e pouca filamentacao, enquanto em exposicdo a uma concentracao de 2000 pg/mL,
o0 biofilme formado apresentava apenas algumas leveduras.

1.5.2 Cinamaldeido
O cinamaldeido é um dos principais compostos encontrados no 6leo essencial de canela.

Apresenta acdo antioxidante, anti-inflamatdria, imunomoduladora, antidiabética, regenerativa,
antibacteriana e antiviral. E capaz de inibir a atividade da cicloxigenase-2, induzida por IL-
1beta, justificando sua acdo anti-inflamatdria e estimula a producéo de fator de necrose tumoral
(TNF) induzida por IL-8, resultando em sua acdo anticancerigena. Apresenta atividade
antifungica contra Aspergillus flavus e A. niger (Shreaz et al., 2016).

Em um estudo conduzido por Thirapanmethee et al. (2021), cinamaldeido apresentou
uma potente atividade antimicrobiana contra isolados de Acinetobacter baumanii
multirresistentes. Todos os 25 isolados apresentaram CIMs variando entre 0,01 - 0,04% (v/v).
Também apresentou efeito sinérgico com colistina e imipenem em ensaios de fracdo inibitoria
minima. O tratamento com cinamaldeido por 8 horas alterou a morfolofia de A. baumanii de
cocos para celulas alongadas e a divisao celular foi interrompida.

Bang et al., (2000) verificaram que o trans-cinamaldeido inibe a atividade da -1,3-

glucana sintase e da quitina sintase em Saccharomyces cerevisae com concentragdes inibitorias
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de 0,84 e 1,44 mM, respectivamente. Saracino et al., (2022) verificaram a a¢do do cinamaldeido
em 18 isolados de Candida spp., sendo 15 de C. albicans, dois de C. glabrata e um de C.
lusitaneae. O composto levou a perda de células viaveis em até 4 horas, com CIM variando
entre 20,48 e 163,80 pug/mL. Em combinagdo com o eugenol, cinamaldeido apresenta efeito
aditivo por meio do método de chekerboard.

Shreaz et al., (2011) analisaram a acéo do cinamaldeido em 18 isolados de Candida spp.
incluindo C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. guilliermodii. Foram realizados ensaios de
microdiluicdo, difusdo de discos e curvas de crescimento. Todos os isolados foram sensiveis ao
cinamaldeido, com CIMs variando entre 100 e 400 pg/mL. Todos os isolados apresentaram
halos de inibig&o significativos com o tratamento com o composto majoritario e as curvas de
crescimento mostraram uma atividade fungicida dependente da concentracédo de cinamaldeido.
Miranda-Cadena et al. (2021a) demonstraram que biofilmes de Candida spp. tratados com
cinamaldeido apresentaram hifas deformadas e reducdo do nimero de células em comparacao
ao biofilme ndo tratado. O produto também foi capaz de reduzir a atividade metabdlica na fase
de adesdo dos biofilmes, conforme verificado por meio da leitura das microplacas apos a adi¢éo
de 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -2H- tetrazolio-5- carboxanilida (XTT).

Alves et al., (2020) demonstraram alteracdes na micromorfologia de espécies de
Candida, onde foi possivel observar a formagdo de hifas e clamidoconidios na auséncia de
tratamento. Entretanto, ao utilizar 37,83 uM de cinamaldeido, ocorreram mudancas na forma
filamentosa, prejudicando o desenvolvimento celular, com rara formacdo de pseudo-hifas e
auséncia de clamidoconidios. O composto também foi capaz de reduzir a formacao de biofilme
de 64,52 para 33,75% com concentrac6es variando entre 151,3 e 378,3 uUM.

1.5.3 Citotoxicidade
Dentre as principais vantagens dos produtos fitoquimicos destacam-se a sua

disponibilidade, diversidade de produtos quimicos e baixos precos. Os produtos naturais tém
sido amplamente estudados para o tratamento de diversas doencas. Entretanto, uma elevada
quantidade desses produtos ndo é aprovada nas fases de testes pré-clinicos e clinicos devido a
toxicidade (Patra et al., 2018). Atsumi et al., (2005) avaliaram a citotoxicidade do eugenol e
isoeugenol por meio do método MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazélio) em células HSG (células de glandula submandibular humana), demonstrando
que o primeiro composto apresenta menor citotoxicidade do que o isoeugenol.

Teles et al., (2021) analisaram a atividade antimicrobiana e citotdxica do 6leo essencial
de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) e do eugenol e verificaram que a concentracio
citotoxica para 50% das células quando tratadas com 6leo essencial foi maior que 1000 pg/mL
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em macrofagos peritoneais de camundongo BALB/c, enquanto para o eugenol foi de 292,7
pug/mL. A atividade citotoxica do eugenol também foi avaliada em células cancerigenas e néo
cancerigenas por Ranjitkar et al., (2021). O composto ndo afetou a viabilidade celular de
fibroblastos e células HeLa até a concentracdo de 400 pg/mL. Nesse estudo também foi
analisada a citotoxicidade do carvacrol para ambas as células. Esse composto se mostrou mais
citotoxico em relacdo ao eugenol em concentragdes a partir de 100 pg/mL. Trans-cinamaldeido
nédo apresentou citotoxicidade para ambos os tipos celulares em concentragdes menores que 200
pg/mL.

Lopes et al., (2018) verificaram que o eugenol ndo é tdxico para neutréfilos humanos
através do teste de MTT nas concentragfes de 5, 10, 50 e 100 pg/mL. Os dados foram
confirmados por meio da andlise por citometria de fluxo, onde foi analisada a integridade de
membrana celular utilizando o corante iodeto de propidio, que penetra apenas em células com
alterag0es na membrana, emitindo fluorescéncia vermelha quando excitado a 488 nm. Para esse
ensaio, foram utilizadas concentracdes de 10, 25 e 50 pug/mL, cujos resultados confirmam que
ndo houve ruptura celular. A possivel atividade citotdxica da nanoemulsdo de eugenol também
foi avaliada através do método de MTT em macréfagos murinos, em concentraces até 200
Hg/mL e ndo houve reducéo da viabilidade celular (Islamuddin et al., 2016).

Cheng et al., (2022) avaliaram a citotoxicidade da combinacgdo de cinamaldeido com
nanoparticulas de prata e quitosana, observando-se uma viabilidade celular de pelo menos 90%.
De acordo com a norma 1SO-10993-5, uma amostra ndo é considerada toxica quando a
viabilidade celular é de pelo menos 70%. A citotoxicidade de 6leo essencial de canela e emulséo
foi avaliada por Ganic et al., (2022) em células MRC-5. A viabilidade celular variou entre 7 e
90% para 0 Oleo essencial e entre 6 e 77% para a emulsdo, de acordo com a concentracdo
empregada.

O cinamaldeido é amplamente utilizado em cosméticos e como saborizante na industria
alimenticia. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) permite que até 0,7 mg/kg sejam
ingeridas diariamente. A toxicidade aguda apresenta valores de dose letal para 50% da
populacédo entre 0,6 e mais de 2 g/kg para varias espécies (Shreaz et a., 2016).

Cesur et al., (2023) produziram adesivos de nanofibras contendo cinamaldeido e
gentamicina para evitar o desenvolvimento de ceratite microbiana. Essas estruturas foram
incubadas com fibroblastos embrionéarios de camundongo e nao houve reducao da viabilidade
celular. Panjaitan et al., (2022) avaliaram a eficacia antibiofilme do extrato etandlico da canela
e a citotoxicidade também em fibroblastos. A viabilidade celular se manteve em torno de 90%
para a maior parte das concentracfes de extrato avaliadas. Feng etal., (2023) verificaram a acéo
e seguranca de uma nanoemulsdo de cinamaldeido. A toxicidade foi avaliara em zebra-fish e
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celulas epiteliais humanas BEAS-2B. A viabilidade celular foi de mais de 95% apds o
tratamento. Os resultados em zebra-fish também atestaram a seguranga da nanoemulsao.

Cinamaldeido ndo apresenta citotoxicidade para eritrécitos humanos em concentracfes
entre 62,5 e 4000 uM. Entretando, uma baixa toxicidade foi observada para células HaCat
(queratindcitos humanos imortalizados), resultando em uma viabilidade celular de cerca de
73% apds 48 horas de exposicdo (Brustolin et al., 2022). Sharma et al., (2017) verificaram que
a exposicao a combinacdo de timol e cinamaldeido em células Vero, através de ensaio de MTT,
resulta em uma viabilidade celular de cerca de 78%.

1.6 PROTEOMICA
Ensaios protebmicos tém sido utilizados para determinar possiveis mecanismos de acéo

de produtos naturais com potencial atividade antifingica. Piatek et al., (2022) utilizaram esses
ensaios para verificar a acdo de um composto de prata em C. parapsilosis. Foi observado um
aumento de proteinas relacionadas as bombas de efluxo, como resposta ao estresse celular e
diminuicdo de proteinas ribossémicas e outras proteinas relacionadas a transcricéo, traducdo e
alongamento de proteinas, além da diminuicao da formacéo de biofilme na etapa de adesé&o.

Muthamil et al., (2020) verificaram os mecanismos de ac¢éo do &cido oleico derivado de
Murraya koenigii em C. albicans por meio de analises protedmicas. Seus alvos de acdo séo as
proteinas envolvidas no metabolismo da glicose, biossintese de ergosterol e aminoacidos,
producéo de lipase e homeostase de ferro. Ao formar as redes de interacdo entre proteinas, foi
possivel observar que a maioria das proteinas reguladas de maneira diferencial em relacdo ao
controle sem tratamento estdo relacionadas a funcdes moleculares, correspondendo a cerca de
35% das interages, seguido de proteinas relacionadas a processos bioldgicos, correspondendo
a 33% das interagBes. Por fim, cerca de 31% das interacfes correspondem a proteinas
relacionadas a sintese de componentes celulares.

Neto et al., (2018) verificaram 0s possiveis mecanismos de a¢do de naftofuranquinonas
em C. tropicalis. Foi observado um aumento na expressao de proteinas envolvidas na resposta
ao estresse metabolico, metabolismo energético, glicolise e processos de montagem de
proteinas e traducdo. O composto também ocasionou danos ao DNA.

A agdo de B- citronelol em C. albicans também foi avaliada por meio de analises
protedmicas. As proteinas alteradas em relacdo ao controle relacionavam-se a atividade
catalitica, regulacdo de fungdes moleculares, estrutura e regulacdo da traducdo. Nas interaces
entre proteinas foi possivel observar a supressdo de proteinas relacionadas a sintese de
componentes da parede celular, como rtbil, Als2p e 1,3,-beta-glucanosiiltransferase PGAA4.
Proteinas relacionadas a resposta ao estresse oxidativo foram reguladas negativamente, como
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superoxido-dismutase, glutationa S-transferase e proteina de estresse DDR48. A sintese de
proteinas relacionadas a sintese de ATP foi reduzida. Por outro lado, o tratamento ocasionou
um aumento na sintese de proteinas de choque térmico, como hsp30p, hsp90 e proteinas
ribossdmicas (Buakaew et al., 2022).

Prasath et al., (2019) verificaram através de andlises protebmicas 0S possiveis
mecanismos de acdo de acido miristico em biofilmes produzidos por C. albicans. O composto
atua em proteinas relacionadas a viruléncia, como sintese de ergosterol e lipideos, além do
metabolismo de farmacos e resisténcia, bem como o estresse oxidativo. Acetil-CoA C-
acetiltransferase-ergl0 e proteina de controle de captagdo de esterol 2-upc2, proteinas
relacionadas a sintese proteica, foram reguladas negativamente. Serina/treonina fosfatase-sit4
também foi regulada negativamente, comprometendo o desenvolvimento de hifas. CDR1,
relacionada ao transporte de farmacos também foi regulada negativamente. Proteinas
relacionadas a esporulacdo e patogenicidade, como quitinase — 4 (cht4) e quitina sintase-3
(chs3) também foram reguladas negativamente.

Analises protedmicas também foram utilizadas para determinar 0s possiveis
mecanismos de agdo das sementes de Luffa operculata em C. albicans e C. krusei. Cerca de
30% das proteinas estdo relacionadas com a defesa aos agentes ambientais estressores, 29%
correspondem ao metabolismo energético, 4% ao desenvolvimento ambrionario, 4% a
metilacdo, 8% correspondem ao dobramento e metabolismo de proteinas e 18% das proteinas
apresentam funcBes desconhecidas. As sementes sdo capazes de formar poros na membrana
celular das leveduras e causar um aumento de compostos reativos de oxigénio (Silva et a.,
2022).

Yeetal., (2023) verificaram a acdo de acido trichoderma em C. albicans. Foi observado
que a membrana mitocondrial, reticulo endoplasmatico, ribossomos das mitocéndrias e parede
celular foram rompidos. O rompimento dessas estruturas causou um aumento de reativos de
oxigénio no interior das células, o que ocasionou danos ao DNA. Proteinas relacionadas a
membrana celular e metabolismo de cisteina e metionina foram reguladas negativamente,
sugerindo que os danos a membrana celular e no metabolismo de aminoacidos pode ser 0s
mecanismos de a¢cdo do composto.

C. auris tornou-se uma séria ameaca a saude publica por sua rapida capacidade de
desenvolver resisténcia aos antifungicos disponiveis e permanéncia em superficies bioticas e
abioticas. Diante do exposto, é fundamental o estudo de compostos com potencial antifingico.
Os produtos naturais tém sido amplamente estudados por conta de sua elevada diversidade de

compostos bioativos. Eugenol e cinamaldeido apresentam acdo frente espécies de fungo
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a atividade antifingica, citotoxicidade e os possiveis mecanismos de acdo dos

produtos naturais eugenol e cinamaldeido em isolados clinicos de C. auris.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) em isolados clinicos de C. auris
frente aos antifingicos de uso clinico (anfotericina B, caspofungina e itraconazol) e aos
produtos naturais (eugenol e cinamaldeido);

Determinar a Concentra¢do Fungicida Minima (CFM) em isolados clinicos de C. auris
frente aos antifingicos de uso clinico (anfotericina B, caspofungina e itraconazol) e aos
produtos naturais (eugenol e cinamaldeido);

Verificar as possiveis interacdes sinérgicas entre eugenol e cinamaldeido e entre cada
um dos produtos com os antifungicos de uso clinico;

Verificar a capacidade de eugenol e cinamaldeido de reduzirem a biomassa de biofilmes
produzidos por C. auris;

Verificar a capacidade dos produtos naturais de reduzirem a atividade metabdlica de
biofilmes produzidos por C. auris;

Avaliar a citotoxicidade de eugenol e cinamaldeido em células renais de primata;
Verificar os possiveis mecanismos de acdo de eugenol e cinamaldeido através de anélise

protedmica.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 LINHAGENS

Foram estudadas 25 amostras clinicas de C. auris, obtidas em parceria com o
Departamento de Microbiologia Médica e Doengas Infecciosas do Hospital Canisius
Wilhelmina, em Nijmegen, Holanda e com o Instituto Adolfo Lutz. Também foram adicionadas
ao estudo uma cepa de C. auris CDC B11903 e uma cepa isolada na Bahia referente ao primeiro
surto no Brasil. A tabela 1 descreve as regides de isolamento das cepas bem como os clados
geograficos a que pertencem. (Lockhart et al 2022; Chow et al., 2020; Spruijtenburg et al.,
2022).

Tabela 1. Procedéncia e caracteristicas filogenéticas das cepas de C. auris estudadas.

Cepa Procedéncia Clado
1 India |1
2 Kwait I
3 India I
4 Oma |
5 Paquistéo I
6 Japéo 12
7 Japéo ]
8 Japéao I
9 Africa do Sul E
10 Africa do Sul "
11 Venezuela V4
12 Africa do Sul Il
13 Nigéria v
14 Coldmbia v
15 Coldmbia v
16 Coldmbia v
17 Ird \/5
18 Ird Vv
19 Ird V
20 Ira \%
21 Japdo I
22 Japéo I
23 Africa do Sul "
24 Espanha Il
25 Ird Vv
CDC B11903 - -
Isolado Bahia Brazil -

1Clado I: do sul asiatico; 2Clado I1: do Leste asiatico; 3Clado IlI: da
Africa do Sul; “Clado IV: da América do Sul; 5Clado V: do Ird
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3.2 PRODUTOS NATURAIS TESTADOS
Os compostos cinamaldeido e eugenol e os antifingicos anfotericina B, itraconazol e

caspofungina foram adquiridos da inddstria quimica e biotecnoldgica Sigma-Aldrich®.

3.3. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Para determinacdo da CIM de anfotericina B, caspofungina e itraconazol foi utilizada
a metodologia descrita no documento do EUCAST (EUCAST, 2022). Foram adicionados 100
uL de meio RPMI-1640 tamponado com MOPS 0,165 M aos pocos de microplacas de 96 wells
contendo concentragBes de antifungico variando entre 0,015625 e 16 pg/mL. Foram
adicionados 100 uL de indculo contendo uma densidade celular de 1-5 x 10° UFC/mL. As
placas foram incubadas a 37° C por 24 horas. Foi preparado um controle negativo (RPMI-1640
sem indculo), um positivo (inéculos sem o0s produtos antimicrobianos) e um estéril (RPMI-
1640 com os produtos antimocrobianos). Os resultados foram visualizados atraves da leitura
em leitor de microplacas (Biotech Epoch-2, software Gen5) a 530 nm. Apds o periodo de
incubacdo, foram realizadas subculturas dos pogos em &agar Sabouraud-dextrose para
determinacdo da CFM. As placas foram incubadas a 37° C por 24 horas. Os ensaios foram
realizados em duplicatas. Como controle do ensaio, além das cepas estudadas, também foram
incluidas as cepas de referéncia C. parapsilosis (ATCC 22019) e C. krusei (ATCC 6258). Os
pontos de corte para C.auris foram definidos com base em publicacdo do Centers for Disease
Control and Prevention (CDC-EUA, 2020) conforme mencionado na tabela 2.

Para determinacdo da CIM de eugenol e cinamaldeido foi utilizada a metodologia de
microdiluicdo como descrita no documento M27 (CLSI, 2017). Foram adicionados 100 puL de
meio RPMI-1640 tamponado com MOPS [4cido 3 (N-morfolino) propanosulfénico] 0,165 M
aos pocgos de microplacas de 96 wells contendo concentragdes de eugenol e cinamaldeido
variando entre 1,95 e 4000 pg/mL. Os indculos foram padronizados na escala 0,5 McFarland,
diluidos a 1:50 e posteriormente 1:20, obtendo-se uma concentracgdo de 10° a 5x10® UFC/mL e
adicionados aos pocos. As placas foram incubadas a 37° C por 48 horas. Foi preparado um
controle negativo (RPMI-1640 sem indculo), um positivo (in6culos sem o0s produtos
antimicrobianos) e um estéril (RPMI-1640 com os produtos antimocrobianos). Os resultados
foram visualizados com auxilio de um espelho. Apds o periodo de incubacéo, foram realizadas
subculturas dos pocos em agar Sabouraud-dextrose para determinacdo da CFM. As placas
foram incubadas a 37° C por 24 horas. Os ensaios foram realizados em duplicatas. Como
controle do ensaio, além das cepas estudadas, também foram incluidas as cepas de referéncia
Candida parapsilosis (ATCC 22019) e C. krusei (ATCC 6258).
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Tabela 2. Pontos de cortes provisorios (CDC-USA, 2020) para interpretacdo de testes de
sensibilidade para isolados de C. auris.
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. o CIMs provisorios (pontos de corte)
Farmaco antiflingico

(Mg/mL)
Fluconazol >32
Voriconazol e outros triazolicos de 22 geracao NA
Anfotericina B >2
Anidulafungina >4
Caspofungina >)
Micafungina >4

NA: ndo avaliado

3.4 SINERGISMO

Para verificacdo das interacdes sinérgicas, foram construidas curvas de sobrevivéncia
para um representante de cada clado geogréafico, para o isolado da Bahia e para CDC B11903.
Foram utilizadas ¥ da CIM dos compostos cinamaldeido e eugenol e ¥ da CIM de farmacos
comumente utilizados para o tratamento de infec¢cdes causadas por fungos. Apés a adicdo dos
produtos antifungicos ao meio RPMI-1640 e adi¢do do indculo, as microplacas de ELISA foram
incubadas em um leitor (Biotech Epoch-2, software Gen5) por 24 horas a 35° C. As leituras
foram realizadas a 530 nm a cada duas horas. Concomitantemente, placas foram incubadas na
estufa nas mesmas condi¢des. Foram tomadas aliquotas nos tempos 0 e 48 horas e semeadas
em placas de agar Sabouraud-dextrose para determinar se as combinagdes entre os produtos e
os antifangicos foram fungistaticas ou fungicidas. As colénias foram contadas com o auxilio de
um contador de coldnias digital e com os valores de Densidade Optica (DO) e Log de UFC/mL
foram construidas curvas de sobrevivéncia no GraphPad Prism 5.00 (CLSI, 2015; EUCAST,
2020; Sun et al., 2017).

3.5 PRODUCAO DE BIOFILME

Com o proposito de verificar a habilidade das amostras de leveduras em produzir
biofilme, foi utilizada metodologia preconizada por Jin et al. (2003), Pierce et al. (2008) e
Cordeiro et al. (2015). As amostras foram cultivadas em agar Sabouraud dextrose a 37°C por
24 horas. A partir do crescimento obtido foi preparado um in6culo padronizado com 3 mL de
caldo Sabouraud dextrose suplementado com 8% de glicose, sendo a turbidez compativel a
escala 0,5 de MacFarland (1 x 10° células/mL). Aliquotas de 100 pL do indculo foram



transferidas para a placa de poliestireno em triplicada. Em seguida, as placas foram incubadas
a 37°C por um periodo de 4 horas para o tempo de adesdo das células no substrato. Apods
incubacéo as placas foram aspiradas e lavadas duas vezes com Phospate Buffer Solution (PBS)
para a remoc¢do das células ndo aderidas. Apds, foram adicionados 100 pL do meio caldo
Sabouraud dextrose com 8% de glicose em cada po¢o, e uma nova incubacdo em temperatura
de 37°C foi realizada por um periodo méaximo de 48 horas para que ocorresse a maturagao dos
biofilmes. Apds este periodo foram verificadas a quantidade de biomassa e a atividade
metabolica dos biofilmes. Os testes foram realizados na auséncia (controle) e na presenca
(tratamento) dos produtos naturais.

3.5.1 Quantificacdo da biomassa dos biofilmes

Apos a incubagdo, as placas foram novamente lavadas por duas vezes com PBS.
Posteriormente foram adicionados 100 pL. de metanol 100% para desidratagdo do biofilme.
Apds 15 minutos, o metanol foi retirado e as placas foram dispostas no fluxo laminar para
secagem a temperatura ambiente. Finalizando esta etapa, 200 pL de cristal violeta a 0,3% foram
adicionados em cada poco e as placas foram incubadas por 20 minutos em temperatura
ambiente. O corante foi removido e as placas foram lavadas duas vezes com agua destilada.
Para remoc&o do corante impregnado nos biofilmes, foram adicionados 150 pL de &cido acético
33% em cada poco, e 0 sobrenadante foi transferido para novas placas de poliestireno com
fundo chato para leitura em espectrofotobmetro a 595 nm. Os valores de absorbancia dos
controles negativos foram subtraidos dos valores observados pelas cepas testadas,
minimizando-se assim possiveis interferéncias. A quantificacdo da producéo de biofilme foi
relatada como a média aritmética dos valores de absorbancia das triplicatas (Cordeiro et al.,
2015; Jin et al., 2003; Pierce et al, 2008).

Para categorizar a producao de biofilme os isolados foram considerados como fracos
produtores (A590 < 0.300), produtores moderados (A590 = 0.300 a 0.499) e fortes produtores
(A595 > 0,500) (Miranda-Cadena et al., 2021a).

3.5.1.1 Tratamento dos biofilmes com produtos naturais

Para o tratamento dos biofilmes, suspensdes contendo 1 x 10° células/mL foram
adicionadas aos pogos das placas de 96 pocos, conforme descrito anteriormente. As placas
foram incubadas a 37°C por 4 horas para adesdo das células. Ap6s o periodo de incubacao, 0s
pocos foram lavados duas vezes com Phospate Buffer Solution (PBS) para a remocdo das
células ndo aderidas. Foram adicionadas solu¢des de 100 pL contendo 75%, 50% e 25% da

CIM de eugenol e cinamaldeido. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas para maturagao
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do biofilme. Para quantificacdo da biomassa de biofilme, as placas foram novamente lavadas
duas vezes com PBS e foram adicionados 100 pL de metanol 100% aos pogos da placa para
desidratacdo do biofilme. Apds 15 minutos, o metanol foi retirado e as placas secaram em
temperatura ambiente. Apos a secagem, 200 uL de cristal violeta a 0,3% foram adicionados aos
pocos e as placas foram incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente. O corante foi
removido e as placas foram lavadas duas vezes com agua destilada. Foram adicionados 150 pL
de &cido acético 33% em cada pogo e 0s sobrenadantes foram transferidos para uma nova placa
de poliestireno para leitura em espectrofotdmetro a 595 nm. A porcentagem de reducdo de
biofilme foi calculada em relagdo aos controles sem tratamento (Cordeiro et al., 2015; Jin et al.,
2003; Pierce et al, 2008).

3.5.2 Atividade metabdlica dos biofilmes

Apo6s o periodo de incubagdo, as placas foram lavadas com PBS duas vezes e foram
adicionados 200 pL de PBS estéril em cada po¢o. Foram adicionados 12 L de uma solucéo de
menadiona-XTT em cada pogo. As placas foram incubadas por 5 horas a 37° C ao abrigo de
luz. Ap6s o periodo de incubacéo, foram transferidos 100 uL do contetdo dos pogos para novas
placas de poliestireno de fundo chato. As placas foram lidas em espectrofotdmetro a 480 nm.
A quantificacdo da producédo de biofilme foi relatada como a média aritmética dos valores de
absorbéancia das triplicatas (Cordeiro et al., 2015; Jin et al., 2003; Pierce et al, 2008).

Os biofilmes foram caracterizados de alta atividade metabdlica quando a absorbancia
foi superior a 0,500. A atividade metabdlica foi considerada moderada quando a absorbéancia
variou entre 0,300 e 0,499 e considerada baixa quando a absorbancia foi menor que 0,300
(Miranda-Cadena et al., 2021a).

3.5.2.1 Tratamento dos biofilmes com produtos naturais

Para o tratamento dos biofilmes, suspensdes contendo 1 x 10° células/mL foram
adicionadas aos pogos das placas de 96 pocos, conforme descrito anteriormente. As placas
foram incubadas a 37°C por 4 horas para adesao das células. Apos o periodo de adesdo, 0s pogos
foram lavados com 200 pL de PBS estéril. Foram adicionadas solu¢fes de 200 puL contendo
75%, 50% e 25% da CIM de eugenol e cinamaldeido ap6s o periodo de adesdo. Foram
adicionados 12 pL de uma solu¢do de menadiona-XTT em cada pogo. As placas foram
incubadas por 5 horas a 37° C ao abrigo de luz. Apds o periodo de incubacéo, foram transferidos
100 pL do conteudo dos pogos para novas placas de poliestireno de fundo chato. As placas
foram lidas em espectrofotdbmetro a 480 nm. A porcentagem de reducdo de biofilme foi
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calculada em relagdo aos controles sem tratamento (Cordeiro et al., 2015; Jin et al., 2003; Pierce
etal, 2008).

3.6 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE
Para este ensaio, foi utilizada a linhagem celular Vero ATCC CCL-81, obtida em

parceria com o Instituto de Biotecnologia (IBTEC) da Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho, cdmpus de Botucatu. As células foram cultivadas em Opti-MEM (Gibco ®)
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de solugdo contendo anfotericina B e
penicilina em estufa a 37°C com 5% de COx.

Os ensaios para verificacdo de citotoxicidade foram realizados de acordo com a
metodologia adaptada de Mosman et al., (1986). Foram preparadas suspensdes com 2 x 10*
células/mL e adicionados 100 pL dessa suspensdo em cada pogo de placas de 96 pocos para
adesdo durante 24 horas. Apds esse periodo, o0 meio de cultura foi aspirado e foram adicionados
100 pL de solugdes de eugenol e cinamaldeido nas concentragdes de 15,625, 31,25, 62,5, 125,
250 e 500 ug/mL. Apos a adi¢do dos tratamentos, as placas foram incubadas por 48 horas.
Posteriormente, as solu¢Ges contendo os produtos foram aspiradas e foram adicionados 100 pL
de solugdo contendo 10% de MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio) e
as placas foram incubadas por mais trés horas para metabolizacdo do MTT. Apds esse periodo,
a solugdo de MTT foi aspirada e foram adicionados 100 uL. de DMSO para rompimento das
células. As placas foram lidas em um leitor de microplacas a 580 nm e foram construidos

graficos no GraphPad Prism 5.00 com os valores obtidos para verificacdo da viabilidade celular.

3.7 ANALISE PROTEOMICA

Para a analise protebmica foi selecionada a cepa CDC B11903. Foram preparadas
amostras: controle, tratada com eugenol, com cinamaldeido, itraconazol, combinacdo entre
eugenol e itraconazol e cinamaldeido e itraconazol. Foram utilizadas concentracdes
subinibitorias de ambos os produtos na preparacao das amostras, que foram incubadas por 48
horas a 37°C com caldo Sabouraud-dextrose antes da extracdo de proteinas.

3.7.1 Extracéo de proteinas

As amostras foram solubilizadas em 500 pL tampao Uréia 7M, Tiouréia 2M. Em
seguida, adicionou-se seis esferas (beads) de zirconia 1.4mm e uma bead de a¢o 2.8mm e as
amostras foram submetidas a trés ciclos de 1 minuto e 20 segundos sob agitacao na velocidade
de 4350 rpm, intercalados por 1 minuto de intervalo na temperatura de 4°C (amostra reservada
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em gelo), utilizando o equipamento disruptor de células e tecidos L-BEADER 6 (Loccus). A
amostra foi centrifugada a 10.000 x g, por 30 minutos a 4°C e 0s sobrenadantes foram
transferidos para um microtubo de baixa retencdo LoBind (Eppendorf). As proteinas presentes
nas amostras foram precipitadas na presenca de acetato de amonio 100mM/metanol na
proporcao 1:5 (v/v). Essas misturas foram submetidas ao vortex novamente e incubadas a -20°
por 16 horas. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 6.000 x g por 30 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes foram descartados e os pellets foram solubilizados com acetato de amonio
10mM/metanol na propor¢cdo 1:5 sob agitacdo constante até a solubilizacdo completa do
sobrenadante. As misturas foram incubadas por 1 hora a -20°C e, novamente, realizou-se uma
centrifugacdo por 30 minutos, conforme a etapa anterior, sendo que os sobrenadantes foram
descartados e os pellets foram solubilizados com Acetona 100% (v/v) até a total solubilizacdo
dos mesmos. Essas misturas permaneceram em repouso por 1 hora a -20°C, e ap0ds esta etapa
foram centrifugadas conforme descrito anteriormente. Os sobrenadantes foram descartados e
os pellets foram secos a temperatura ambiente para evaporagao total da acetona. Os pellets
foram ressolubilizados com tamp&o Uréia 7M, Tiouréia 2M, CHAPS 4% (m/v), DTT 1% (m/v),

utilizando-se 0 minimo de tampé&o para a solubilizacdo completa dos pellets.

3.7.2 Quantificacao de Proteinas pelo método de Bradford

As proteinas presentes no sobrenadante foram quantificadas pelo método de Bradford
(1976). Para isso uma placa de microtitulagcéo de 96 pocos foi utilizada. Na placa foi colocada
em triplicata a proteina padrdo comercial albumina bovina (BSA) como a proteina conhecida
para titulacdo. A proteina BSA estava na concentragio 1 pg.uL2, e para a construgdo da curva
de calibragdo do método, foram utilizadas diluicGes com as massas de 1 g, 2 1g, 4 ug e 6 pg
da proteina. Apos a aplicacdo da proteina BSA, utilizamos agua ultrapura para completarmos o
volume para 160 pL/poco. Também fizemos uma triplicata do branco da curva que corresponde
a 160 pL de dgua. Apds a pipetagem e mistura realizando movimentos up-down com a ponteira
da pipeta, adicionamos 40 pL do reagente de Bradford (Bio Rad) a cada poc¢o, obtendo um
volume final em cada pogo de 200 pL. Este protocolo seguiu as recomendagOes do fabricante
que pede que haja uma proporcédo de 1:5 do reagente de Bradford com o volume final da amostra
(40 pL:200 pL). Apds a adicdo do reagente, novamente realizamos a mistura com movimentos
up-down da pipeta e aguardamos 5 minutos para que a reagdo ocorresse. Em seguida, a placa
foi lida em Espectrofotdmetro pQuant, no comprimento de onda 595 nm.
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3.7.3 Digestéo de proteinas

Cinquenta microgramas (50 pg) foram separados em microtubos plasticos de baixa
retencdo do tipo Lobind (Eppendorf) e assim, procedeu-se a digestdo triptica. As amostras
foram complementadas com o tampdo Bicarbonato de Aménio 50 mM (Merck) até que
completassem 60 pL de volume final. Posteriormente, adicionou-se 25 pL da solucdo RapiGest
SF 0,2% (cdédigo 186001861, Waters). A amostra foi submetida ao vortex, centrifugada e
submetida a 37°C por 60 min. Posteriormente foram adicionados 2,5 pL. de DTT 100 mM
(Merck), as amostras foram agitadas em vortex, centrifugadas (pulso) e colocadas em um bloco
aquecido a 37°C, onde foram incubadas por 40 min. Apds esta etapa adicionou-se 2,5 pL de
lodoacetamida 300 mM (Merck), as amostras foram agitadas em vértex, centrifugadas (pulso)
e transferidas para um local escuro e incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos. Apés
estas etapas a enzima Tripsina (Promega) foi adicionada (1:50 [enzima:substrato]) e
imediatamente incubadas a 37°C por 16 horas. No dia seguinte a reacdo enzimatica foi
paralisada com 10 pL de TFA 5% (v/v) (Merck), foram agitadas em vortex, centrifugadas
(pulso) e incubadas a 37°C por 90 min. Posteriormente foram centrifugadas a 9757 g, por 30
minutos a temperatura ambiente. Assim, 0s sobrenadantes de cada amostra foram transferidos
para um novo microtubo plastico de baixa retencédo do tipo Lobind (Eppendorf).

3.7.4 Andlises de Espectrometria de Massas do tipo Shotgun

As analises de espectrometria de massas foram realizadas por meio de um equipamento
de nanocromatografia liquida Ultimate 3000 LC (Dionex, Germering, Germany) acoplado a um
equipamento de espectrometria de massas Q-Exactive (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Germany). As fases mdveis utilizadas foram: A) acido formico 0,1% [v/v] em &gua LCMS e B,
acido férmico 0,1% [v/v] em acetonitrila 80% [v/v]. Os peptideos foram carregados em uma
pré-coluna C18, 30 um x 5 mm (Codigo 164649, ThermoFisher Scientific), e dessalinizados
num gradiente isocratico de 4%B por 3 minutos a um fluxo de 300 nL/min. Em seguida, 0s
peptideos foram fracionados por uma coluna analitica Reprosil-Pur C18-AQ, 3 um, 120 A, 105
mm, Codigo 1PCH7515-105H354-NV, PICOCHIP) utilizando um gradiente linear de 4-55%B
por 30 min, 55% a 90%B por 1 min, mantido a 90%B por 5 minutos e reequilibrado a 4%B por
20 minutos a um fluxo de 300 nL/min. A ionizac¢do foi obtida utilizando uma fonte Nanospray
ion source (PICOCHIP). O modo de operacéo foi ionizagdo positiva utilizando o método DDA.
Os espectros MS foram adquiridos de m/z 200 a m/z 2000, resolugdo de 70.000 e 100 ms de
tempo de injecdo. A camara de fragmentacédo foi condicionada com energia de colisdo entre 29

a 35% com resolucao de 17.500, 50 ms de tempo de injecéo, 4,0 m/z de janela de isolamento e
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excluséo dinamica de 10 s. Os dados de espectrometria foram adquiridos por meio do software
Thermo Xcalibur (verséo 4.0.27.19, ThermoFisher Scientific Inc.).

3.7.5 Anélises de bioinformatica

Os dados brutos de espectrometria de massas no formato RAW sforam submetidos ao
software PatternLab [versdo 4.0.0.84] (Carvalho et al, 2016) para a obtencéo da identificagdo
das proteinas. Os principais parametros utilizados nesta ferramenta foram: banco de dados
UNIPROT (Taxonomy Candida auris), enzima tripsina; permissdo de 2 clivagens perdidas;
modificacdo pos-traducional carbamidometilacdo dos residuos de cisteinas; modificacdo pos-
traducional variavel oxidacéo dos residuos de metionina; erros de tolerancia MS e MS/MS de
0,0200 ppm. A taxa de FDR (False Discovery Rate) maxima foi considerada de < 1%.

Uma  matriz  compativel com o programa  MetaboAnalyst 4.0®
(https://www.metaboanalyst.ca/) foi construida a partir dos dados proteémicos utilizando as

contagens espectrais de cada proteina identificada, as quais foram normalizadas para cada
proteina pela média ponderada das triplicatas técnicas de cada amostra (Chong et al, 2014).
Proteinas que foram identificadas em menos de 20% das amostras foram excluidas da analise.
Anadlises de Partial Least Squares (PLS) foram utilizadas como o principal método de analise
multivariada. Apenas o0s sinais presentes em 80% das amostras foram considerados para a
geracdo dos modelos estatisticos.

As proteinas foram submetidas & anélise de enriquecimento por meio da classificagéo
de Ontologia Genética (Gene Ontology - GO) tais como “fun¢do molecular”, “processo
bioldgico”, “componente celular” ¢ “vias de sinalizagdo”, assim como as interacdes das
proteinas também foram investigadas utilizando a ferramenta de bioinformatica ShinyGO 0.80

(http://bioinformatics.sdstate.edu/go/).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados por analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido de
teste Tukey, com p < 0,05 quando apresentaram distribuicdo normal e analisados pelo teste
Kruskal-Wallis, seguido do teste Dunn’s com p < 0,05 quando os dados ndo apresentaram

distribui¢do normal no GraphPad Prism 5.0.
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4. RESULTADOS
4.1 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E CONCENTRACAO
FUNGICIDA MINIMA (CFM)

As tabelas 3 e 4 apresentam os valores de CIM e CFM, respectivamente, para eugenol,
cinamaldeido, itraconazol, anfotericina B e caspofungina. A CIM variou entre 31,25 e 250
pg/mL para o eugenol, entre 31,25 e 62,5 ug/mL para cinamaldeido, entre 0,625 e 1280 pg/mL
para itraconazol e 0,015 a 0,06 ug/mL para caspofungina. A CIM da anfotericina B foi de 0,625
pug/mL para todos os isolados. Os valores de CFM apresentaram as mesmas variagdes dos
valores de CIM, com exce¢do da anfotericina B, que variou entre 0,625 ¢ 5 pg/mL. Todas as
amostras testadas mostraram sensibilidade frente a anfotericina B e caspofungina. Para
itraconazol ndo existem breakpoints definidos, mas os valores observados de CIM foram
elevados.

Dezenove dos isolados quando expostos a caspofungina apresentaram o efeito Eagle
(indicados na tabela 3). Foi possivel observar que em baixas concentracdes de antifungico ndo
ocorreu crescimento, bem como nas concentragbes mais elevadas. Entretanto, em
concentracdes intermediarias foi possivel observar um crescimento em relacdo as demais
concentracoes.
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Tabela 3. Valores de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL para eugenol,
cinamaldeido, itraconazol, anfotericina B e caspofungina.

CIM CIM CIM CIM CIM
Cepa eugenol cinamaldeido itraconazol  anfotericina B caspofungina
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1 125 31,25 640 0,625 0,03*
2 125 31,25 1280 0,625 0,015*
3 125 62,5 640 0,625 0,06
4 125 62,5 640 0,625 0,015
5 125 31,25 640 0,625 0,015*
6 31,25 31,25 640 0,625 0,015
7 62,5 31,25 640 0,625 0,015*
8 125 62,5 1280 0,625 0,03*
9 125 31,25 1280 0,625 0,06
10 125 31,25 640 0,625 0,06
11 125 62,5 640 0,625 0,015*
12 62,5 31,25 80 0,625 0,015
13 125 31,25 20 0,625 0,03*
14 125 31,25 640 0,625 0,015*
15 125 31,25 160 0,625 0,06
16 62,5 31,25 640 0,625 0,03*
17 125 31,25 2,5 0,625 0,06
18 62,5 31,25 640 0,625 0,03*
19 125 62,5 20 0,625 0,06
20 125 31,25 2,5 0,625 0,015*
21 62,5 31,25 0,625 0,625 0,015
22 125 62,5 80 0,625 0,015*
23 125 31,25 10 0,625 0,03*
24 125 62,5 80 0,625 0,015*
25 125 31,25 5 0,625 0,015*
Isolado Bahia 250 62,5 160 0,625 0,03*
CDC B11903 125 31,25 160 0,625 0,015*

*|solados que apresentaram o fenémeno Eagle.
Houve significancia estatistica quando p < 0,05.



Tabela 4. Valores de Concentragdo Fungicida Minima (CFM) em pg/mL para eugenol,
cinamaldeido, itraconazol, anfotericina B e caspofungina.

CFM CFM CFM CFM CFM
Cepa eugenol cinamaldeido itraconazol anfotericina B caspofungina
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1 125 31,25 640 0,625 0,06
2 125 31,25 1280 0,625 1
3 125 62,5 640 0,625 0,25
4 125 62,5 640 0,625 0,015
5 125 31,25 640 0,625 0,03
6 31,25 31,25 640 0,625 0,015
7 62,5 31,25 640 0,625 0,015
8 125 62,5 1280 0,625 0,03
9 125 31,25 1280 0,625 0,03
10 125 31,25 640 0,625 0,125
11 125 62,5 640 5 1
12 62,5 31,25 80 0,625 0,06
13 125 31,25 20 0,625 0,125
14 125 31,25 640 0,625 0,015
15 125 31,25 160 0,625 0,06
16 62,5 31,25 640 0,625 0,125
17 125 31,25 2,5 0,625 0,06
18 62,5 31,25 640 0,625 0,125
19 125 62,5 20 0,625 0,06
20 125 31,25 2,5 0,625 0,06
21 62,5 31,25 0,625 0,625 0,015
22 125 62,5 80 0,625 0,03
23 125 31,25 10 0,625 0,03
24 125 62,5 80 0,625 2
25 125 31,25 5 0,625 0,015
Isolado Bahia 250 62,5 160 0,625 0,06
CDC B11903 125 31,25 160 0,625 0,03

Houve significancia estatistica quando p < 0,05.

4.2 SINERGISMO

O sinergismo foi testado com os produtos naturais e itraconazol, uma vez que este
antifingico apresentou os maiores valores de CIM quando comparados com aqueles
apresentados pela anfotericina B e caspofungina, frente as quais C. auris apresentou
sensibilidade.

Na figura 1 sdo apresentadas as curvas de sobrevivéncia com as interacfes sinérgicas
entre eugenol e cinamaldeido, eugenol e itraconazol e cinamaldeido e itraconazol. Na figura 1
(A), observa-se uma interacdo sinérgica fungistatica entre eugenol e cinamaldeido para o
isolado representante do clado I, em que a reducdo de log de UFC/mL foi menor que 5. Observa-
se interacdo sinérgica fungicida entre eugenol/itraconazol e cinamaldeido/ itraconazol, onde
ocorreu reducdo de log de UFC/mL maior que 5.

Em relacdo ao isolado representante do clado I1, foram observadas interagdes, sendo que
a reducdo de log de UFC/mL foi menor que 5 entre o eugenol e cinamaldeido, determinando
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uma interacdo fungistatica até 24 horas de incubacdo. Entre eugenol/itraconazol e
cinamaldeido/itraconazol, houve uma reducéo de log de UFC/mL maior que 5, caracterizando
uma interacao sinérgica fungicida (Figura 1 (B)).

Na figura 1 (C), observam-se as interacGes sinérgicas para o isolado representante do
clado I11. Houve reducdo de log de UFC/mL maior que 5 nas combinacfes entre eugenol e
cinamaldeido, eugenol e itraconazol e cinamaldeido e itraconazol, caracterizando interacao
sinérgica fungicida.

Foram observadas interacdes sinérgicas para o isolado representante do clado IV. A
curva correspondente & combinagédo entre eugenol e cinamaldeido apresentou um crescimento
menor em relacdo ao controle, caracterizando uma interacdo sinérgica fungistatica. As
interacdes entre eugenol e itraconazol e cinamaldeido e itraconazol apresentaram reducdo de
log de UCF/mL maior que 5, caracterizando interacdo sinérgica fungicida (Figura 1 (D)).

Na figura 2 (E) sdo observadas as interacfes sinéergicas para o isolado representante do
clado V. Houve uma interacdo fungistatica entre eugenol e cinamaldeido até 24 horas de
incubagdo. As interacBes entre eugenol e itraconazol e cinamaldeido e itraconazol foram
fungicidas, apresentando uma reducdo de log de UFC/mL maior que 5.

A figura 2 (F) mostra as interacGes sinérgicas para o isolado clinico da Bahia. Houve
reducdo de log de UFC/mL maior que 5 para todas as interacOes, caracterizando uma atividade
fungicida entre eugenol e cinamaldeido, eugenol e itraconazol e cinamaldeido e itraconazol.

Interacdes sinérgicas para a cepa CDC B11903 também foram observadas (Figura 2
(G)). A reducéo de log de UFC/mL foi maior para todas as interagdes, caracterizando uma
atividade fungicida entre eugenol e cinamaldeido, eugenol e itraconazol e cinamaldeido e
itraconazol.

Os resultados foram estatisticamente significativos quando p < 0,05.
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Figura 1. InteracOes sinérgicas entre eugenol e cinamaldeido, eugenol e itraconazol e
cinamaldeido e itraconazol para os representantes dos clados I, II, Il e IV.

Curvas de sobrevivéncia para o isolado representante do clado I. Houve interacdo
sinérgica fungistatica entre o eugenol e cinamaldeido e interacdo fungicida entre eugenol e
itraconazol e entre cinamaldeido e itraconazol (A). Curvas de sobrevivéncia para o isolado
representante do clado Il. Houve interacdo sinérgica fungistatica entre o eugenol e cinamaldeido
e interacdo fungicida entre eugenol e itraconazol e entre cinamaldeido e itraconazol (B). Curvas
de sobrevivéncia para o isolado do clado Ill. Houve interacdo sinérgica fungicida entre eugenol
e cinamaldeido, eugenol e itraconazol e cinamaldeido e itraconazol (C). Curvas de
sobrevivéncia para o isolado representante do clado V. Houve interacédo sinérgica fungistatica
entre eugenol e cinamaldeido e interagdo fungicida entre eugenol e itraconazol e cinamaldeido
e itraconazol (D). Houve significancia estatistica quando p < 0,05.
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Figura 2. InteracOes sinérgicas entre eugenol e cinamaldeido, eugenol e itraconazol e
cinamaldeido e itraconazol para o representante do clado V, isolado da Bahia e CDC B11903.

Curvas de sobrevivéncia para o isolado representante do clado V. Houve interacéo
sinergica fungicida entre eugenol e cinamaldeido, eugenol e itraconazol e cinamaldeido e
itraconazol (A). Curvas de sobrevivéncia para o isolado clinico da Bahia. Houve interacéo
sinérgica fungicida entre o eugenol e cinamaldeido, eugenol e itraconazol e cinamaldeido e
itraconazol (B). Curvas de sobrevivéncia para a cepa CDC B11903. Houve interacdo sinérgica
fungicida entre eugenol e cinamaldeido, eugenol e itraconazol e cinamaldeido e itraconazol (C).

Houve significancia estatistica quando p < 0,05.

4.3 PRODUCAO DE BIOFILME
4.3.1 Quantificagdo de biomassa dos biofilmes

Na tabela 5 sdo apresentados os valores de absorbancia de biomassa de biofilme por
meio da técnica de cristal violeta a 590 nm. As cepas foram classificadas de acordo com a
producdo de biomassa de biofilme. Todas as amostras mostraram-se forte produtoras de

biofilme.
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Tabela 5. Quantificacdo de biofilme com cristal violeta a 590 nm.

Cepa Absorbancia (590 nm) Classificacdo
1 0,870 Forte produtor

2 1,211 Forte produtor

3 1,441 Forte produtor

4 1,78 Forte produtor

5 1,37 Forte produtor

6 1,413 Forte produtor

7 0,859 Forte produtor

8 1,318 Forte produtor

9 1,705 Forte produtor
10 2,03 Forte produtor
11 2,09 Forte produtor
12 2,836 Forte produtor
13 1,56 Forte produtor
14 1,08 Forte produtor
15 1,237 Forte produtor
16 1,519 Forte produtor
17 1,155 Forte produtor
18 1,32 Forte produtor
19 1,566 Forte produtor
20 1,447 Forte produtor
21 0,533 Forte produtor
22 1,57 Forte produtor
23 1,946 Forte produtor
24 0,867 Forte produtor
25 1,139 Forte produtor
Isolado Bahia 1,106 Forte produtor
CDC B11903 2,159 Forte produtor

4.3.2 Atividade metabolica dos biofilmes

Na tabela 6, sdo apresentados os valores de absorbancia de atividade metabdlica de
biofilme por XTT a 486 nm. As cepas foram classificadas em baixa, moderada e elevada
atividade de biofilme. A maioria das amostras apresentou atividade metabdlica moderada
(15/27 - 55,5%), seguida por baixa atividade (11/27 — 40,8%) e elevada atividade (1/27 — 3,7%)
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Tabela 6. Verificacdo de atividade metabolica de biofilme com XTT a 486 nm.

Cepa Absorbancia (486 nm) Classificacdo

1 0,344 Atividade moderada
2 0,328 Atividade moderada
3 0,29 Baixa atividade

4 0,166 Baixa atividade

5 0,267 Baixa atividade

6 0,195 Baixa atividade

7 0,354 Atividade moderada
8 0,325 Atividade moderada
9 0,332 Atividade moderada
10 0,290 Baixa atividade

11 0,334 Atividade moderada
12 0,168 Baixa atividade

13 0,304 Atividade moderada
14 0,301 Atividade moderada
15 0,292 Baixa atividade

16 0,173 Baixa atividade

17 0,389 Atividade moderada
18 0,176 Baixa atividade

19 0,350 Atividade moderada
20 0,36 Atividade moderada
21 0,158 Baixa atividade

22 0,542 Elevada atividade
23 0,39 Atividade moderada
24 0,192 Baixa atividade

25 0,425 Atividade moderada
Isolado Bahia 0,303 Atividade moderada
CDC B11903 0,363 Atividade moderada

4.3.3 A¢éo de eugenol e cinamaldeido na biomassa dos biofilmes

Foram selecionadas 11 amostras para verificar a acdo dos produtos naturais sobre a
quantificacdo da biomassa de biofilmes.

Nas figuras 3 e 4 sdo apresentados graficos com a porcentagem de inibicéo de formacao
de biofilmes tratados com eugenol. O isolado 3 (Fig. 3a) apresentou uma reducéo de biofilme
de cerca de 62% quando tratado com 75% da CIM do produto, enquanto a reducéo foi de cerca
de 67% e 72% com 50% e 25% da CIM, respectivamente. O isolado 4 (Fig. 3b) apresentou uma
reducdo de 32% quando tratado com 75% da CIM, enquanto a reducéo foi de 22% com 50% da
CIM. N&o houve reducéo na producéo de biofilme quando tratado com 25% da CIM. O isolado

6 (Fig. 3c) apresentou uma reducdo de 60% na producao de biofilme quando tratado com 75%
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da CIM, enquanto a reducéo foi de 64% e 41% quando os biofilmes foram tratados com 50% e
25% da CIM, respectivamente. O isolado 10 (Fig. 3d) apresentou uma reducdo de 53% na
producdo de biofilme quando tratado com 75% da CIM de eugenol, enquanto a reducéo de
biofilme foi de 45% e 37% quando tratados com 50% e 25% da CIM, respectivamente. O
isolado 11 (Fig, 3e) apresentou uma reducédo de 49% de biofilme quando tratado com 75% da
CIM de eugenol, de 64% quando tratado com 50% da CIM e de 52% quando tratado com 25%
da CIM. O isolado 12 (Fig. 3f) apresentou uma reducdo de 45% quando tratado com 75% da
CIM de eugenol, de 17% quando tratado com 50% da CIM e de 29% quando tratado com 25%
da CIM.

O isolado 13 (Fig. 4a) apresentou uma reducdo de 44% quando tratado com 75% da
CIM de eugenol, de 50% com 50% da CIM e de 12% com 25% da CIM de eugenol. O isolado
19 (Fig. 4b) apresentou uma reducgéo de 40% de biofilme quando tratado com 75% da CIM de
eugenol, de 35% com 50% da CIM e de 24% com 25% da CIM de eugenol. O isolado 22 (Fig.
4c) apresentou uma reducéo de biofilme de 50% com 75% da CIM de eugenol, enquanto para
50% e 25% da CIM, os valores de inibigdo foram de 26% e 9%, respectivamente. O isolado 25
(Fig. 4d) apresentou uma inibi¢do de 41% de biofilme quando tratado com 75% da CIM de
eugenol, de 35% quando tratado com 50% da CIM e de 29% quando tratado com 25% da CIM.
A cepa CDC B11903 (Fig. 4e) apresentou uma inibicdo na formacdo de biofilme de 40%
quando tratado com 75% da CIM de eugenol, de 7,4% quando tratado com 50% da CIM e de
42% quando tratado com 25% da CIM de eugenol.

Nas figuras 5 e 6 sdo apresentados gréaficos com a porcentagem de inibicdo da formagéo
de biofilme tratados com cinamaldeido. O isolado 3 (Fig. 5a) apresentou uma reducéo de 61%
de biofilme quando tratado com 75% da CIM de cinamaldeido. A reducéo foi de 28% e 62%
quando tratados com 50% e 25% da CIM, respectivamente. O isolado 4 (Fig. 5b) apresentou
uma reducdo de 51%, 48% e 45% quando tratado com 75%, 50% e 25% da CIM de
cinamaldeido, respectivamente. O isolado 6 (Fig. 5¢) apresentou inibicdo de biofilme de 74%,
86% e 67% quando os biofilmes foram tratados com 75%, 50% e 25% da CIM,
respectivamente. O isolado 10 (Fig. 5d) apresentou reducdo da formacéo de biofilme de 75%,
79% e 63% quando os biofilmes foram tratados com 75%, 50% e 25% da CIM de cinamaldeido,
respectivamente. O isolado 11 (Fig, 5e) apresentou reducgdo de biofilme de 74%, 71% e 70%
quando tratados com 75%, 50% e 25% da CIM de cinamaldeido, respectivamente. O isolado
12 (Fig, 5f) apresentou uma reducéo de biofilme de 71% quando tratado com 75% da CIM de
cinamaldeido, enquanto a reducgdo foi de 68% quando tratado com 50% da CIM e de 63%
quando tratado com 25% da CIM.
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Foi observada uma reducdo de 56%, 51% e 52% na formagéo de biofilme quando
tratados com 75%, 50% e 25% da CIM de cinamaldeido, respectivamente, para o isolado 13
(Fig. 6a). Para o isolado 19 (Fig 6b), foi observada uma reducédo de biofilme de 60%, 37% e
32% quando tratados com 75%, 50% e 25% da CIM de cinamaldeido. O isolado 22 (Fig. 6c)
apresentou uma inibicéo de biofilme de 12%, 13% e 7% quando tratados com 75%, 50% e 25%
da CIM de cinamaldeido. O isolado de 25 (Fig. 6d) apresentou uma inibicdo de biofilme de
70%, 69% e 68% quando tratados com 75%, 50% e 25% da CIM de cinamaldeido. Foi
observada uma reducéo de biofilme de 38%, 30% e 10% quando tratados com 75%, 50% e 25%
da CIM da cinamaldeido para a cepa CDC B11903 (Fig. 6e).
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Figura 3. Inibicdo da formacédo de biomassa de biofilme por eugenol para os isolados 3, 4, 6,
10, 11 e 12. Inibicdo da producdo de biomassa de biofilme por eugenol para o isolado 3 (A),
isolado 4 (B), isolado 6 (C), isolado 10 (D), isolado 11 (E) e isolado 12 (F).
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4.3.4 Agéo de eugenol e cinamaldeido na atividade metabdlica de biofilme

As mesmas 11 amostras estudadas em relacéo a biomassa, também foram testadas para
verificar a acdo dos produtos naturais sobre a atividade metabdlica do biofilme.

As figuras 7 e 8 sdo apresentados gréaficos com a atividade metabdlica de biofilme
quando os isolados foram tratados com eugenol. Foi observado um aumento de 5% na atividade
metabolica de biofilme no isolado 3 (Fig. 7a) quando tratado com 75% da CIM de eugenol.
Ocorreu um aumento de 18% e uma reducdo de 4% quando os biofilmes foram tratados com
50% e 25% da CIM. Para o isolado 4 (Fig. 7b) foi observado um aumento de 141% da atividade
metabdlica em relacdo ao controle quando o biofilme foi tratado com 75% da CIM de eugenol.
Quando os biofilmes foram tratados com 50% e 25% da CIM, ocorreu um aumento de atividade
metabolica de 114% e 100%, respectivamente. Observou-se uma elevacdo na atividade
metabdlica de 82%, 107% e 75% quando os biofilmes produzidos pelo isolado 6 (Fig. 7c) foram
tratados com 75%, 50% e 25% da CIM de eugenol. Houve um aumento de atividade metabolica
de cerca de 20% quando os biofilmes produzidos pelo isolado 10 (Fig. 7d) foram tratados com
75% e 50% da CIM, enquanto o aumento foi de 29% quando tratado com 25% da CIM. Para o
isolado 11 (Fig. 7e) foi observado um aumento de atividade metabolica de 3% e 10% quando
o0s biofilmes foram tratados com 75% e 50% da CIM de eugenol, e uma reducéo de 4% quando
tratado com 25% da CIM. O aumento da atividade metabdlica foi de 116%, 132% e 137%
quando os biofilmes produzidos pelo isolado 12 (Fig. 7f) foram tratados com 75%, 50% e 25%
da CIM de eugenol.

Para o isolado 13 (Fig. 8a) foi observado um aumento de atividade metabdlica de 22%,
50% 3 3% quando os biofilmes foram tratados com 75%, 50% e 25% da CIM de eugenol.
Houve uma reducdo de atividade metabolica de biofilme para o isolado 19 (Fig. 8b) de 17% e
28% quando tratados com 75% e 25% da CIM de eugenol, e um aumento de 18% com
tratamento com 50% da CIM. Foi observada uma reducdo de atividade metabdlica de 47%,
45% e 42% quando os biofilmes produzidos pelo isolado 22 (Fig. 8c) foram tratados com 75%,
50% e 25% da CIM de eugenol. Foi observada uma reducdo de atividade metabdlica de 32%,
19% e 57% quando os biofilmes produzidos pelo isolado 25 (Fig. 8d) foram tratados com 75%,
50% e 25% da CIM de eugenol. Houve uma reducgdo de atividade metabolica de 12%, 8% e
14% nos biofilmes produzidos pela cepa CDC B11903 quando tratados com 75%, 50% e 25%
da CIM de eugenol.

Nas figuras 9 e 10 séo apresentados graficos com a atividade metabdlica de biofilme
quando os isolados foram tratados com cinamaldeido. Foi observado um aumento de atividade
metabolica de 11%, 3% e 13% quando os biofilmes produzidos pelo isolado 3 (Fig. 9a) foram
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tratados com 75%, 50% e 25% da CIM de cinamaldeido. Houve um aumento de atividade
metabdlica de 97%, 92% e 95% quando os biofilmes produzidos pelo isolado 4 (Fig. 9b) foram
tratados com 75%, 50% e 25% da CIM de cinamaldeido. O aumento da atividade metabdlica
dos biofilmes produzidos pelo isolado 6 (Fig. 9c) foi de 85% quando tratados com 75% e 50%
da CIM e de 80% quando tratado com 25% da CIM da cinamaldeido. Foi observado um
aumento de 8% da atividade metabdlica quando o biofilme produzido pelo isolado 10 (Fig. 9d)
foi tratado com 75% da CIM de cinamaldeido, e uma reducéo de 4% e 12% quando os biofilmes
foram tratados com 50% e 25% da CIM, respectivamente. Houve um aumento de 3% na
atividade metabodlica quando o biofilme produzido pelo isolado 11 (Fig. 9e) foi tratado com
75% da CIM de cinamaldeido, e uma reducdo de 4% e 6% quando foram tratados com 50% e
25% da CIM, respectivamente. Foi observado um aumento de atividade metabdlica de 70%,
53% e 81% nos biofilmes produzidos pelo isolado 12 (Fig. 9f) quando tratados com 75%, 50%
e 25% da CIM de cinamaldeido, respectivamente.

Foi observada uma reducéo de 4% na atividade metabdlica de biofilme no isolado 13
(Fig. 10a) quando tratado com 75% da CIM de cinamaldeido e um aumento de 0,8% e 3%
guando os biofilmes foram tratados com 50% e 25% da CIM, respectivamente. Para o isolado
19 (Fig. 10b), foi observada uma reducéo de atividade metabdlica de 4%, 12% e 9% quando 0s
biofilmes foram tratados com 75%, 50% e 25% da CIM de cinamaldeido. Uma reducéo de 40%,
30% e 27% foi observada quando o isolado 22 (Fig. 10c) foi tratado com 75%, 50% e 25% da
CIM de cinamaldeido, respectivamente. A reducéo foi de 27%, 30% e 22% quando os biofilmes
produzidos pelo isolado 25 (Fig. 10d) foram tratados com 75%, 50% e 25% da CIM de
cinamaldeido. Foi observada uma reducéo de atividade metabolica de 12%, 4% e 10% quando
o0s biofilmes produzidos pela cepa CDC B11903 foram tratados com 75%, 50% e 25% da CIM
de cinamaldeido.
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Figura 10. Atividade metabdlica de biofilme por cinamaldeido para os isolados 13, 19, 22, 25
e CDC B11903. Porcentagem de atividade metabdlica de biofilme por cinamaldeido para o
isolado 13 (A), isolado 19 (B), isolado 22 (C), isolado 25 (D) e CDC B11903 (E).
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4.4 Citotoxicidade
O ensaio de citotoxicidade em células VVero mostrou gque, na concentragdo de 500 pg/ml

do eugenol, a viabilidade celular foi de 5,74%. Na concentracgdo de 250 pg/ml, a viabilidade foi
de 65,6%. Nas concentracdes de 125, 62,5, 31,25 e 15,625 ug/ml, a viabilidade foi de 70%,
52%, 81,97%, 109% e 119%, respectivamente, indicando que nas duas concentracfes mais
baixas ocorreu proliferacdo celular (Figura 11). Os resultados foram estatisticamente

significativos quando p < 0,05.
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Figura 11. Viabilidade celular de células Vero apds 48 horas de tratamento com eugenol.
Porcentagem de viabilidade celular de células Vero apds 48 horas de tratamento com eugenol
em concentracgdes variando entre 15,625 e 500 pg/ml. Houve significancia estatistica quando p

<0,05.

No tratamento de células Vero com cinamaldeido em concentracdes, a viabilidade
celular foi de cerca de 4,5% apds os tratamentos nas concentragdes de 500, 250, 125 e 62,5
pg/ml. Na concentragdo de 31,25 pg/ml, a viabilidade celular foi de 33,45% e na concentragao
de 15,625 pg/ml, a viabilidade celular foi de 94,42% (Figura 12). Os resultados foram

estatisticamente significativos quando p < 0,05.
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Figura 12. Viabilidade celular de células Vero apds 48 horas de tratamento com
cinamaldeido.Porcentagem da viabilidade celular de células Vero apds 48 horas de tratamento
com cinamaldeido em concentragdes variando entre 15,625 e 500 pg/ml. Houve significancia

estatistica quando p < 0,05.

4.5 ANALISE PROTEOMICA
4.5.1 Quantificagéo proteica

Os ensaios de quantificacdo proteica evidenciaram a equacao da reta por meio da curva
de calibracdo frente a diferentes dilui¢bes da proteina comercial aloumina (Tabela 7 e Figura
13).

Tabela 7. Obtencédo dos dados de absorbancia frente a diferentes diluicdes (massa) da proteina

comercial albumina para obtencdo da equacgéo da reta junto ao método de Bradford.

Massa proteina (ug) Meédia das absorbéancias (595 nm)

Branco 0
1ug 0,207
2 Ug 0,345
4 ug 0,606

6 Mg 0,817
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y = 0,1224x + 00962
0,800 R*=0,9966
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Figura 13. Elaboracdo da curva de calibracdo do método de Bradford, utilizando como proteina
padrdo comercial albumina bovina. Quatro dilui¢des da proteina padrdo foram ensaiadas para
aquisicao da equacéo da reta.

A partir da elaboracdo da curva de calibracdo utilizando a proteina comercial albumina,
obteve-se a equacdo da reta mediante R? = 0,9966 (Figura 13), equacdo utilizada para
correlacionar as absorbancias das amostras desconhecidas a massa de proteina em microgramas
de cada amostra. Assim, determinou-se a concentracdo de proteinas nas amostras conforme a

Tabela 8, evidenciando a quantidade total de proteinas em cada amostra.



Tabela 8. Concentracdo de proteinas nas amostras obtidas pelo método de Bradford.

Identificacdo da amostra Concentragédo pg.pL? Massa total de proteinas
(tratamentos) (ng)
Controle 3,43 206,04
Itraconazol 1,19 17,78
Cinamaldeido 2,12 190,81
Eugenol 2,56 243,12
Eugenol + Itraconazol 1,83 31,19
Cinamaldeido + Itraconazol 0,25 12,40

Ensaios de eletroforese unidimensional para avaliar o perfil proteico e eventuais efeitos
de degradacdo ndo foram realizados devido a baixa quantidade de proteinas totais em varias
amostras. Assim, a etapa de digestdo proteica foi realizada dando continuidade no
processamento das amostras para as analises protedmicas.

4.5.2 Proteinas expressas
Foram identificadas 184 proteinas no grupo controle e 137 no tratamento com

itraconazol, com 221 proteinas em comum (Figura 14). As proteinas comuns diferencialmente
expressas também sdo representadas no diagrama de Volcano Plot (Figura 15). Na figura 16,
observa-se as interacOes entre proteinas evidenciando os principais processos biologicos
envolvidos pelas proteinas diferencialmente expressas no grupo controle e grupo tratado com
itraconazol. Os processos metabdlicos, ribossomos encontrados no citosol, biossintese de
compostos nitrogenados e sintese proteica foram 0s processos com maior quantidade de
genes/proteinas envolvidas nos grupos analisados. Na tabela 9, observa-se a quantidade de
genes relacionados a cada processo bioldgico na comparacao entre controle e itraconazol.
Dentre as proteinas comuns menos expressas no controle em relagéo ao tratamento com
itraconazol foram encontradas proteinas relacionadas a montagem de complexos proteicos no
reticulo endoplasmatico, atividade catalitica, composicéo ribossomal, ATPase de membrana
plasmatica, composicdo de nucleossomos, producdo de ATP, atividade catalitica de ATP em

ADP na membrana plasmatica, proteinas de membrana mitocondrial, metabolismo de
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carboidratos, controle do ciclo do &cido citrico, homeostase de lipideos, componentes
estruturais de cromatina, hidrdlise de peptideos, fatores de elongacéo e atividade oxidante. A
enzima catalase, responsavel pela protecdo do organismo dos efeitos tdxicos do peroxido de
hidrogénio também foi regulada negativamente. A enzima superdxido dismutase, responsavel
pela eliminacdo de radicais toxicos para organismos foi regulada negativamente. Proteinas
importantes para a sintese e manutencao de parede celular como 1,3-beta-glucanosyltransferase
e glucana 1,3-beta-glucosidase, também apresentaram uma regulagdo negativa no controle em
relacdo a amostra tratada com itraconazol.

Dentre as proteinas mais expressas no controle em relacdo ao itraconazol, destacam-se
a alcool desidrogenase, enzimas responsaveis pela degradacdo de carboidratos, enzimas
responsaveis pelo metabolismo energético, metabolismo de catecolaminas, proteinas de choque
térmico (responsaveis por manter a homeostase proteica), sintese de cisteina, biossintese de
aminoacidos, fator de sobrevivéncia em condicBes de estresse oxidativo, biossintese de
aminoacidos, biossintese de carboidratos e nucleotideos, estabilizacdo de microtibulos,
proteinas relacionadas a homeostase da membrana plasmatica, clivagem de aminoacidos,
proteinas relacionadas ao metabolismo energético e proteinas envolvidas com a liberacdo de
vesiculas pelo aparelho de Golgi.

Nas proteinas expressas exclusivamente no controle, destacam-se as relacionadas ao
metabolismo de enxofre, biossintese de riboflavina, sintese de espermidina, metabolismo de
pirimidina, relacionadas ao tRNA, metabolismo de carboidratos, biossintese de aminoacidos,
metabolismo energético, proteinas mitocondriais, formacédo de tubulina, componentes celulares
de nucleo e citosol, hidrélise de ATP, biossintese de polissacarideos, metabolismo de vitamina
Bs, regulacdo de proteinas atraves de fosforilagéo, proteinas de parede celular, metabolismo de
inositol, metabolismo de metionina, metabolismo de proteinas, sintese de sulfato, homeostase
intracelular, componentes de membrana celular, componentes de nlcleo e citosol, montagem
dos filamentos de actina, organizacdo dos microtlbulos, biossintese de esterdides e
componentes de membrana.

Dentre as proteinas exclusivamente expressas na amostra tratada com itraconazol,
destacam-se as relacionadas a resposta a estimulo, divisdo celular, metabolismo de esterdides,
transportador do tipo ABC (Figura 17), ribossomos e processos relacionados a sintese proteica,
sintese de parede celular, componentes de membrana celular, biossintese de ferro, biossintese
de esterdides, replicacdo de DNA, sintese de glicogénio, proteina de membrana relacionada a
multirresisténcia, biossintese de acidos graxos e aminoacidos, proteinas de choque térmico,
biossintese de ergosterol e proteina de estresse DDR48.
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Figura 14. Diagrana de Venn evidenciando 221 proteinas comuns entre os grupos Controle e
Itraconazol e as proteinas identificadas apenas em um dos grupos, onde 137 proteinas foram

identificadas como exclusivas do grupo ltraconazol e 184 proteinas identificadas como
exclusiva do grupo Controle.
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Figura 15. Diagrama de Volcano Plot. Representando as proteinas comuns diferencialmente

expressas entre o grupo Controle e o grupo Itraconazol. Dire¢cdo da comparacdo =
Controle/Itraconazol. Down - proteinas menos expressas no Controle em relacao ao Itraconazol



e Up - proteinas mais expressas no Controle em relacdo ao Itraconazol. Proteinas menos
expressas (pontos azuis) e proteinas mais expressas (pontos vermelhos). Parametros utilizados

p < 0,05 e fold change > 2.
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Figura 16. Interacdo proteina-proteina evidenciando o0s principais processos biol6gicos,
funcdes moleculares, componentes celulares e vias de sinalizacdo envolvidos pelas proteinas
diferencialmente expressas e exclusivas dos grupos Controle e Itraconazol. Os circulos maiores
destacam uma frequéncia maior de proteinas envolvidas no processo e as linhas que ligam os
circulos, quando mais espessas, indicam uma maior interacdo entre 0S processos que estao
conectados. Anélise processada pela ferramenta ShinyGO.



Tabela 9. Quantidade de genes relacionados a cada processo biolégico na comparacao entre

controle e tratamento com itraconazol.

N° de genes Processos biologicos

188 Processos biossintéticos

145 Processos metabdlicos de pequenas moléculas
144 Biossintese de compostos nitrogenados

116 Citosol

109 Processos de oxidagdo-reducgéo

95 Processos metabolicos de amidas

88 Atividade oxiredutase

82 Biossintese de amidas

80 Metabolismo de peptideos

75 Biossintese de peptideos

62 Metabolismo de carbono e tirosina

61 Ribossomos

58 Ribossomos citosolicos

57 Ribosomos citosolicos e complexo de iniciacdo de sintese proteica
56 Subunidades ribossomais

55 Constituintes estruturais de ribossomos

43 Subunidades maiores e menores de ribossomos
40 Processo de traducéo

36 Proteinas ribossomais

30

Subunidade maior de ribossomos citosolicos
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Figura 17. Proteina expressa exclusivamente na amostra tratada com itraconazol, evidenciando
a presenca de transportadores do tipo ABC (bomba de efluxo).

Na amostra tratada com eugenol, foram encontradas 128 proteinas expressas
exclusivamente no controle, 31 expressas exclusivamente no tratamento com eugenol e 277
proteinas em comum (Figura 18). As proteinas comuns diferencialmente expressas também séo
representadas no diagrama de Volcano Plot (Figura 19). Na figura 20, observa-se as interacoes
entre proteinas evidenciando os principais processos biologicos envolvidos pelas proteinas
diferencialmente expressas no grupo controle e grupo tratado com eugenol. Processos
metabdlicos de pequenas moléculas e biossintese de compostos nitrogenados sao 0S processos
com maior quantidade de genes/proteinas envolvidos. Na tabela 10, observa-se a quantidade de
genes relacionados a cada processo bioldgico na comparacdo entre controle e eugenol.

Dentre as proteinas comuns menos expressas no controle em relacdo ao tratamento com
eugenol, destacam-se as relacionadas a homeostase de lipideos, metabolismo de superdxidos,
proteinas estruturais de ribossomos e relacionadas a sintese de proteinas, componente de
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membrana celular, transporte de ATP trans-membrana, parede celular, metabolismo de
carboidratos, ligacdo de ions metélicos, estabilidade de mRNA, estabilizacdo de proteinas,
organizacdo de parede celular, regulacdo da RNA polimerase, componentes estruturais de
citosol, nucleo e mitocondria, biossintese de beta-glucana, degradacdo de aminoécidos,
formacdo de actina, transporte de proteinas, componentes de membrana mitocondrial e
proteinas com atividade catalitica.

Destacam-se dentre as proteinas mais expressas no controle em relacdo ao tratamento
com eugenol as relacionadas ao crescimento celular, protedlise, catdlise de aminoéacidos,
regulacdo da sintese de proteinas constituintes estruturais de ribossomos, formagéo de &cidos
nucleicos, homeostase, processos catabélicos, regulacdo negativa de formacgdo de hifas,
componentes de vacuolos e de aparelho de Golgi, biossintese de esterdides, biossintese de
compostos nitrogenados, componente de teldmeros e metabolismo de carboidratos.

Dentre as proteinas expressas exclusivamente no controle, destacam-se as relacionadas
a sintese de riboflavina, metabolismo de carboidratos, metabolismo energético, transporte de
vesiculas, constituintes do citoesqueleto, componentes de citosol e mitocondrias, hidrolise de
ATP, fosforilacdo, biossintese de tiamina, componentes de parede celular, biossintese de bases
nitrogenadas, sintese proteica, componentes de membrana celular, sintese de lipideos e
alongamento das cadeias de 1,3-beta-glucano na parede celular.

Nas proteinas expressas exclusivamente na amostra tratada com o eugenol, destacam-
se as relacionadas com estrutura ribossomal, componentes de nucleo e citoplasma, metabolismo
energético, metabolismo de carboidratos, filamento de actina, formagdo de precursores
importantes para a sintese de parede celular, transporte intracelular e sintese de material

genético.
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Figura 18. Diagrama de Venn evidenciando 277 proteinas comuns entre os grupos Controle e
Eugenol e as proteinas identificadas apenas em um dos grupos, onde 31 proteinas foram
identificadas como exclusivas do grupo Eugenol e 128 proteinas identificadas como exclusiva
do grupo Controle.
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Figura 19. Diagrama de Volcano Plot, representando as proteinas comuns diferencialmente
expressas entre o grupo Controle e o grupo Eugenol. Diregdo da comparacdo =
Controle/Eugenol. Down - proteinas menos expressas no Controle em relagdo ao Eugenol e Up
- proteinas mais expressas no Controle em relacdo ao Eugenol. Proteinas menos expressas
(pontos azuis) e proteinas mais expressas (pontos vermelhos). Parametros utilizados p < 0,05 e
fold change > 2.
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Figura 20. Interacdo proteina-proteina evidenciando o0s principais processos bioldgicos,
funcdes moleculares, componentes celulares e vias de sinalizagdo envolvidos pelas proteinas
diferencialmente expressas e exclusivas dos grupos Controle e Eugenol. Os circulos maiores
destacam uma frequéncia maior de proteinas envolvidas no processo e as linhas que ligam os
circulos, quando mais espessas, indicam uma maior interacdo entre 0s processos que estao

conectados. Anélise processada pela ferramenta ShinyGO.
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Tabela 10. Quantidade de genes relacionados a cada processo biolégico na comparacao entre
controle e tratamento com eugenol.

NC° de genes Processos biol6gicos

7 Resposta celular a substancias toxicas
8 DNA ligase

7 Resposta a substancias toxicas

10 Glicolise e gliconeogénese

17 Metabolismo de carbono e tirosina
13 Biossintese de aminoacidos

16 Biossintese de acido carboxilico
23 Biossintese de pequenas moléculas
19 Metabolismo de aminoacidos

47 Metabolismo de pequenas moléculas
27 Metabolismo de &cido carboxilico
27 Metabolismo de oxoéacidos

22 Metabolismo de peptideos

27 Metabolismo de amidas

30 Processos de oxi-reducao

43 Biossintese de compostos nitrogenados
56 Biossintese de substancias organicas
56 Processos biossintéticos

Na amostra tratada com cinamaldeido foram encontradas 187 proteinas expressas
exclusivamente no controle, 22 expressas exclusivamente no cinamaldeido e 218 em comum
(Figura 21). As proteinas comuns diferencialmente expressas sdo representadas no diagrama de
Volcano Plot (Figura 22). Na figura 23, observa-se as interagcdes entre proteinas evidenciando
0s principais processos bioldgicos envolvidos pelas proteinas diferencialmente expressas no
grupo controle e grupo tratado com cinamaldeido. Processos metabdlicos de pequenas
moléculas, processos de oxirreducdo e e atividade oxirredutase sdo 0S processos com maior
quantidade de genes/proteinas envolvidos. Na tabela 11, observa-se a quantidade de genes
relacionados a cada processo biologico na comparagdo entre controle e cinamaldeido.

Dentre as proteinas menos expressas no controle em relacdo a amostra tratada com
cinamaldeido, destacam-se as relacionadas a sintese de proteinas, componentes estruturais do
citoplasma, atividade oxiredutase, transporte de protons através da membrana celular, ligacdo
de ATP, organizacdo de vesiculas, regulacdo da producdo de actina, componentes estruturais
de ribossomos e assimilagéo de sulfato.

Na amostra tratada com cinamaldeido, dentre as proteinas mais expressas em relacéo ao
controle, destacam-se as relacionadas aos processos metabdlicos de compostos fosfatados,
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atividade de GTPase, protedlise, componentes estruturais de vacuolos, catabolismo de
triptofano, biossintese de poliaminas, biossintese de esteroides, componentes estruturais do
citosol, metabolismo de triglicerideos, metabolismo de carboidratos, matriz mitocondrial,
atividade antioxidante, componentes estruturais do reticulo endoplasmatico, componentes
estruturais de membranas, regulacéo negativa de filamentacao, metilacdo, transporte de RNA e
biossintese de ergosterol.

Dentre as proteinas exclusivamente expressas no controle, destacam-se as relacionadas
a atividade de acetil-CoA, componentes estruturais de citoplasma, metilagcdo, protedlise,
atividade de aminopeptidase, ligacdo de ATP, fosforilacdo, replicacdo do DNA, constituintes
do citoesqueleto, biossintese e metabolismo de cisteina, componentes estruturais de nucleo,
sintese de subunidade maior de ribossomos, biossintese de tiamina, componentes de parede
celular, regulacdo de RNA polimerase, estabilidade da sintese de proteinas, elininagcdo de
peroxido de hidrogénio, homeostase, componentes de membrana, aparelho de Golgi, oxidacao
de etanol, catélise de ribose, estrutura de cromatina, biossintese de esterdides, componentes
estruturais de membrana celular, formacéo de actina e fungdes estruturais de citoesqueleto.
Componentes estruturais de ribossomos e biossintese de parede celular.

Na amostra tratada com cinamaldeido, destacaram-se as proteinas relacionadas a sintese
de proteinas, resgate de metionina, fosforilacdo, metabolismo de carboidratos e catalise de
gligogénio.
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Figura 21. Diagrana de Venn evidenciando 218 proteinas comuns entre os grupos Controle e
Cinamaldeido e as proteinas identificadas apenas em um dos grupos, onde 22 proteinas foram
identificadas como exclusivas do grupo Cinamaldeido e 187 proteinas identificadas como
exclusiva do grupo Controle.
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Figura 22. Diagrama de Volcano Plot. Representando as proteinas comuns diferencialmente
expressas entre o grupo Controle e o grupo Cinamaldeido. Dire¢do da comparagdo =
Controle/Cinamaldeido. Down - proteinas menos expressas no Controle em relacdo ao
Cinamaldeido e Up - proteinas mais expressas no Controle em relacdo ao Cinamaldeido.



Proteinas menos expressas (pontos azuis) e proteinas mais expressas (pontos vermelhos).
Parametros utilizados p < 0,05 e fold change > 2.
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Figura 23. Interacdo proteina-proteina evidenciando os principais processos bioldgicos,
funcGes moleculares, componentes celulares e vias de sinalizacdo envolvidos pelas proteinas
diferencialmente expressas e exclusivas dos grupos Controle e Cinamaldeido. Os circulos
maiores destacam uma frequéncia maior de proteinas envolvidas no processo e as linhas que
ligam os circulos, quando mais espessas, indicam uma maior interacao entre 0S processos que

estdo conectados. Analise processada pela ferramenta ShinyGO.
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Tabela 11. Quantidade de genes relacionados a cada processo bioldgico na comparagdo entre
controle e tratamento com cinamaldeido.

NC° de genes Processos biol6gicos

4 Processos envolvendo pentose

7 Metabolismo de beta-alanina

9 Biossintese de compostos sulfuricos
10 Atividade oxirredutase (NAD e NADP)
13 Ribomossos citosolicos

10 Atividade oxirredutase (CO- OH)
13 Metabolismo de compostos sulfuricos
13 Biossintese de aminoacidos

14 Metabolismo de carbono e tirosina
16 Biossintese de &cido carboxilico

37 Oxi-reducéo

22 Biossintese de pequenas moléculas
28 Atividade oxirredutase

44 Metabolismo de pequenas moleculas
25 Metabolismo de &cido carboxilico
25 Metabolismo de oxiacidos

25 Metabolismo de amidas

40 Biossintese de compostos nitrogenados

Na amostra tratada com cinamaldeido e itraconazol foram identificadas 359 proteinas
expressas exclusivamente no controle, oito expressas exclusivamente no tratamento com ambos
os produtos e 46 em comum (Figura 24). As proteinas comuns diferencialmente expressas sao
representadas no diagrama de Volcano Plot (Figura 25). Na figura 26, observa-se as interagoes
evidenciando os principais processos bioldgicos envolvidos pelas proteinas diferencialmente
expressas no grupo controle e grupo tratado com cinamaldeido + itraconazol. Os processos
biologicos que apresentaram maior quantidade de genes/proteinas sdo atividade oxiredutase,
processos de oxirreducdo, metabolismo de pequenas moléculas, metabolismo de carbono e
tirosina e metabolismo de oxoacidos. Na tabela 12, observa-se a quantidade de genes
relacionados a cada processo biolégico na comparacdo entre controle e cinamaldeido +
itraconazol.

Dentre as proteinas menos expressas no controle em relacdo a amostra tratada com
cinamaldeido + itraconazol, destacam-se as relacionadas ao transporte de ATP e ADP,
componentes celulares de membrana, transporte de proteinas e manutencdo do genoma
mitocondrial.

Dentre as proteinas mais expressas no controle destacam-se as relacionadas a
fosforilacdo, glicolise, gliconeogénese, metabolismo de carboidratos, componentes estruturais



de citoplasma e matriz mitocondrial, metabolismo de glicose, regulacdo de sintese proteica,
transporte de proteinas, componentes estruturais do nucleo, metabolismo de triglicerideos,
componentes estruturais de membrana celular, homeostase de glicose e biossintese de
aminoacidos. i8]

Dentre as proteinas expressas exclusivamente no controle, destacam-se as relacionadas
a biogénese de ribossomos, biossintese de riboflavina, componentes estruturais de citoplasma,
dobramento de proteinas, atividade catalitica, resposta celular ao estresse quimico,
componentes estruturais de microtubulos, biossintese de aminoacidos e compostos
organonitrogenados, sintese de proteinas, prote6lise, regulacdo negativa de formacdo de hifas,
metabolismo de carboidratos, ligacdo de lipideos, resposta ao estresse oxidativo, componentes
estruturais de vacuolos, componentes estruturais de membrana plasmatica, componentes
estruturais do citoesqueleto, proteinas de choque térmico, contracdo de actinomiosina, atividade
oxirredutase, biossintese de esterdides, organizacdo da parede celular, componentes estruturais
de nucleo, divisdo celular, assimilacdo de sulfato, exportacdo de proteinas do nucleo, aparelho
de Golgi, organizacdo de vesiculas, reparo de proteinas, ligacdo de célcio e regulacdo do ciclo
celular.

Na amostra tratada com cinamaldeido e itraconazol, dentre as proteinas exclusivamente
expressas destacam-se as relacionadas a sintese de proteinas, constituintes estruturais de
ribossomos e divisdo celular. Foi observada nessa amostra a presenca da enzima 14-alfa-

demetilase.
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Controle

Cinamaldeido + Itrac

Figura 24. Diagrana de Venn evidenciando 46 proteinas comuns entre os grupos Controle e
Cinamaldeido + Itraconazol e as proteinas identificadas apenas em um dos grupos, onde 8
proteinas foram identificadas como exclusivas do grupo Cinamaldeido + Itraconazol e 359

proteinas identificadas como exclusiva do grupo Controle.
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Figura 25. Diagrama de Volcano Plot. Representando as proteinas comuns diferencialmente
expressas entre o grupo Controle e o grupo Cinamaldeido + Itraconazol. Dire¢do da comparagédo
= Controle/Cinamaldeido + Itraconazol. Down - proteinas menos expressas no Controle em
relacdo ao Cinamaldeido + Itraconazol e Up - proteinas mais expressas no Controle em relacéo

ao Cinamaldeido + Itraconazol.
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Figura 26. Interacdo proteina-proteina evidenciando o0s principais processos biologicos,
funcdes moleculares, componentes celulares e vias de sinalizacdo envolvidos pelas proteinas
diferencialmente expressas e exclusivas dos grupos Controle e Cinamaldeido + Itraconazol. Os
circulos maiores destacam uma frequéncia maior de proteinas envolvidas no processo e as
linhas que ligam os circulos, quando mais espessas, indicam uma maior interacdo entre 0s

processos que estdo conectados. Analise processada pela ferramenta ShinyGO
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Tabela 12. Quantidade de genes relacionados a cada processo biolégico na comparacéo entre
controle e tratamento com cinamaldeido + itraconazol.

NC° de genes Processos biol6gicos

11 Metabolismo de glicose

21 Metabolismo de monossacarideos

16 NAD

26 Glicdlise e gliconeogénese

24 Atividade oxidoredutase (NAD e NADP)
43 Metabolismo de carbono e tirosina

24 Atividade oxidoredutase (OH-CH)

28 Oxidoredutase

39 Metabolismo de carboidratos

52 Biossintese de pequenas moléculas
34 Metabolismo de pequenas moléculas contendo nucleobases
106 Metabolismo de pequenas moléculas
61 Atividade oxidoredutase

59 Metabolismo de acido carboxilico

73 Oxirreducao

49 Metabolismo de organofosforados

59 Metabolismo de oxoacidos

79 Biossintese de compostos nitrogenados

Na amostra tratada com eugenol e itraconazol foram identificadas 161 proteinas
expressas exclusivamente no controle, 159 expressas exclusivamente no tratamento com ambos
o0s produtos e 244 expressas em comum (Figura 27). As proteinas comuns diferencialmente
expressas sdo representadas no diagrama de Volcano Plot (Figura 28). Na figura 29, observa-
se as interacdes evidenciando os principais processos bioldgicos envolvidos pelas proteinas
diferencialmente expressas no grupo controle e grupo tratado com eugenol + itraconazol. Os
processos bioldgicos com maior quantidade de genes/proteinas envolvidos foram biossintese
de compostos nitrogenados e processos relacionados a sintese de ribossomos e manutencéo da
sintese proteica. Na tabela 13, observa-se a quantidade de genes relacionados a cada processo
biolégico na comparacao entre controle e eugenol + itraconazol.

Dentre as proteinas menos expressas no controle em relagéo ao tratamento com eugenol
+ itraconazol destacam-se as relacionadas ao reticulo endoplasmatico, atividades relacionadas
ao ATP, constituintes estruturais de ribossomos, biossintese de ergosterol, metabolismo de
lipideos, componentes de parede celular, homeostase de lipideos, componentes estruturais de
cromatina, ligacdo de nucleotideos, regulacdo negativa da respiracdo celular, estabilizacdo de
proteinas, transporte intracelular de proteinas, protedlise e organizacdo de componentes de
parede celular.
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Destacam-se, dentre as proteinas mais expressas no controle, as relacionadas a atividade
de ATP, glicogeonese, processos gligoliticos, transporte nucleoplasmatico, microtubulos,
homeostase de glicose, atividade oxirredutase, componentes estruturais do citoplasma,
biossintese de ergosterol, componentes de citosol, protedlise, metabolismo de carboidratos,
metabolismo de compostos nitrogenados, proteolise, atividade catalitica, metilacéo, biossintese
de glicina, transporte mediado por vesiculas, assimilacdo de sulfato, biossintese de leucina e
resposta ao estresse oxidativo.

Dentre as proteinas expressas exclusivamente no controle, destacam-se as relacionadas
a assimilagdo de sulfato, biossintese de riboflavina, metilagéo, metabolismo de carboidratos,

componentes de ndcleo e citoplasma, atividade oxirredutase, biossintese de cisteina,
componentes estruturais de parede celular, resposta ao estresse oxidativo, organizacdo de
vesiculas, aparelho de Golgi, biossintese de aminoacidos, transporte de proteinas, ligagdo de
actina, formac&o de microtdbulos, biossintese de esterdides e componente celular de membrana.
Dentre as proteinas expressas exclusivamente na amostra tratada com eugenol e
itraconazol destacam-se as relacionadas aos constituintes estruturais de ribossomos, reparo de
DNA, biossintese de ergosterol, componentes estruturais de membrana, componenestes
estruturais de parede celular, proteina relacionada a multirresisténcia aos farmacos,
metabolismo de glicose, biossintese de componentes de parede celular, divisdo celular, reposta
a estimulos, componentes estruturais do reticulo endoplasmatico, constituintes de cromatina,
transporte transmembrana e organizacao de parede celular.

Controle

Eugenol + Itracon:

Figura 27. Diagrana de Venn evidenciando 244 proteinas comuns entre os grupos Controle e
Eugenol + Itraconazol e as proteinas identificadas apenas em um dos grupos, onde 159 proteinas
foram identificadas como exclusivas do grupo Eugenol + Itraconazol e 161 proteinas
identificadas como exclusiva do grupo Controle.
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Figura 28. Diagrama de Volcano Plot. Representando as proteinas comuns diferencialmente
expressas entre o grupo Controle e o grupo Eugenol + Itraconazol. Direcdo da comparagdo =
Controle/Eugenol + Itraconazol. Down - proteinas menos expressas no Controle em relagdo ao
Eugenol + Itraconazol e Up - proteinas mais expressas no Controle em relacdo ao Eugenol +
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Figura 29. Interacdo proteina-proteina evidenciando o0s principais processos biol6gicos,
funcdes moleculares, componentes celulares e vias de sinalizacdo envolvidos pelas proteinas
diferencialmente expressas e exclusivas dos grupos Controle e Eugenol + Itraconazol. Os
circulos maiores destacam uma frequéncia maior de proteinas envolvidas no processo e as
linhas que ligam os circulos, quando mais espessas, indicam uma maior interacdo entre 0s

processos que estdo conectados. Analise processada pela ferramenta ShinyGO.



Tabela 13. Quantidade de genes relacionados a cada processo biolégico na comparacgéo entre

controle e tratamento com eugenol + itraconazol.

N° de genes Processos bioldgicos

43 Subunidades ribossomais

31 Subunidade maior ribossomal

55 Ribomossomos citosolicos

52 Iniciacdo de complexos ribossomais
33 Proteinas ribossomais

39 Sintese de proteinas

54 Constituintes estruturais de ribossomos
54 Subuinidades ribossomais

57 Ribossomos

68 Sintese proteica

69 Biossintese de peptideos

74 Metabolismo de peptideos

74 Biossintese de amidas

84 Metabolismo de amidas

83 Oxirredugéo

112 Metabolismo de pequenas moléculas
124 Sintese de compostos nitrogenados
158 Sintese de compostos organicos
159 Processos biossintéticos

153 Processos biossintéticos celulares
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5 DISCUSSAO
Candida auris apresenta um perfil de sensibilidade peculiar aos antifingicos. A natureza

da resisténcia antifungica desta espécie ainda é desconhecida. O nimero de antifingicos
disponiveis para o tratamento atualmente € muito limitado, sendo quase todos pertencentes as
classes de azdlicos, polienos, equinocandinas e alilaminas. Além da multirresisténcia de C.
auris, um grande problema é o ndo atendimento a expectativas de tratamento, muitos por sua
toxicidade e pela via de administragdo, exigindo necessidade de aplicagdo em ambiente
intrahospitalar (Hata, Humphries e Lockhart, 2020; Szweda, 2015).

De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (CDC-USA, 2020),
todos os isolados de C. auris devem ser submetidos a testes de sensibilidade antifungica.
Embora C. auris seja comumente multirresistente, os niveis de resisténcia antifingica podem
variar amplamente entre os isolados. Atualmente ndo existem pontos de corte de suscetibilidade
especificos para C. auris estabelecidos pelo CLSI e EUCAST. Os pontos de corte sdo definidos
com base naqueles estabelecidos para espécies de Candida estreitamente relacionadas e em
sugestdes e opinides de pesquisadores. A correlagdo entre os pontos de corte microbioldgicos
e os resultados clinicos ainda nao é conhecida. Assim, as informacgdes devem ser consideradas
como um guia geral e ndo como pontos de cortes definitivos para a resisténcia.

De acordo com os pontos de corte sugerido pelo CDC-USA (2019) neste estudo, todos
os isolados de C. auris mostraram-se sensiveis a caspofungina (CIM 0,015-0,06 pg/mL) e a
anfotericina B (CIM 0,625ug/mL para todos os isolados). Os valores de MIC apresentados
frente ao itraconazol foram elevados, variando de 2,5 - 1280 pug/mL, mostrando pouca atividade
frente aos isolados estudados.

Spivak e Hanson (2018) relataram que apesar do tratamento ideal ainda ndo estar
definido, a maioria dos isolados de C. auris se mostram sensiveis as equinocandinas, podendo
ser alternativa para o tratamento inicial.

As equinocandinas sdo incapazes de inibir completamente o crescimento de uma
quantidade consideravel de isolados de C. auris. Quando a resisténcia a esta classe antifungica
esta presente, estdo ligados a mutacdo do gene FKS1, que codifica a enzima beta 1,3 D-glucana
sintetase (Du et al., 2020).

Além da mutagdo do gene FKS, a reducdo da sensibilidade de C. auris a caspofungina
tem sido associada a outra condi¢do, denominada “fendmeno paradoxal” ou “eagle effect”. A
maioria dos isolados apresenta o fendmeno paradoxal para a caspofungina nos testes de
sensibilidade para esta levedura. Neste estudo, foi observado o fendmeno Eagle em 70,4% dos
isolados de C. auris frente a caspofungina quando realizado ensaio de microdiluicdo em caldo.
Neste caso, ocorre 0 crescimento fungico mesmo em concentragdes acima do valor da CIM
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para a droga. O fenbmeno foi observado em cerca de 25% de isolados de outras espécies de
Candida, e ¢ associado a ativacdo de vias alternativas e alteracdes morfologicas na parede
celular, compensando os danos causados na [-1,3-D-glucana, ocasionando um aumento de
quitina em até 88% (Dornelas-Ribeiro et al., 2012; Lara-Aguillar et al., 2021; Stevens et al.,
2004(a); Stevens et al., 2006(b); Rosenberg et al., 2018; Rueda et al., 2014).

Lara-Aguillar et al., (2021) verificaram o crescimento paradoxal em sete isolados de C.
auris, trés de C. albicans, C. krusei ATCC 6528 e C. parapsilosis ATCC 22019. Todos 0s
isolados de C. auris apresentaram o crescimento paradoxal na presenca de caspofungina, com
isolados apresentando até 77% de crescimento em relagdo ao controle. Esse fendmeno néo foi
observado nos isolados de C. albicans e controles C. krusei e C. parapsilosis. Além disso, foram
construidas curvas de sobrevivéncia para avaliar o comportamento das leveduras durante o
periodo de exposi¢do a caspofungina. Houve um atraso na fase de laténcia, o que ndo interferiu
com o crescimento final, cuja densidade Optica se assemelhou & do controle ndo exposto ao
antifangico.

Estes mesmos autores, observaram que a expressdo de FKS1 foi 32 vezes maior que a
expresao de FKS2. Também foi observado um aumento de quitina com a exposi¢cdo aos
antifangicos, inclusive em concentragdes subinibitdrias, mas esse aumento foi mais acentuado
em C. albicans, sugerindo que a sobrevivéncia de C. auris ndo é dependente da sintese da
quitina como C. albicans. Segundo estes autores, a adaptacdo de C. albicans a elevadas
concentracdes de caspofungina esta associada a alterac6es morfoldgicas incluindo aumento do
volume celular e auséncia do desenvolvimento de hifas. A exposi¢do ao antifungico causou
uma inibi¢do acentuada no crescimento de C. albicans, cujas células apresentaram um formato
irregular. Essas alteracdes ndo foram tdo evidentes para C. auris, sugerindo gue nessa espécie
0S mecanismos que levam ao crescimento paradoxal possam ser diferentes dos observados para
C. albicans.

Kordalewska et al., (2018) também observaram o fendmeno Eagle em isolados clinicos
de C. auris. O sequenciamento do gene FKS foi realizado para 106 isolados, dos quais 102
foram sensiveis as equinocandinas e apresentaram o genotipo selvagem (wild-type). Quatro
isolados resistentes a essa classe de antifungicos apresentaram substituicdo do aminoéacido
fenilalanina (S639F) no ponto quente HS1 do gene FKS1 bem caracterizado em C. albicans.

A susceptibilidade as equinocandinas foi estudada in vivo, em modelo murino, para
verificacdo da possivel influéncia do efeito Eagle. Camundongos foram infectados com oito
isolados de C. auris com diferentes perfis de susceptibilidade de genotipos de FKS1, e tratados
com uma unica dose terapéutica de caspofungina. Apos 24 horas de infeccdo, os camundongos
infectados com mutantes FKS1 S639F ndo apresentaram resposta ao antifungico, o que foi
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observado pela auséncia de diferenca da carga renal do f&rmaco. Camundongos infectados com
isolados selvagens para FKS1 apresentaram reducéo significativa da carga renal de antifungico,
independentemente dos valores de CIM e da intensidade do efeito Eagle. Esses dados sugerem
que o efeito Eagle ndo interfira no tratamento in vivo com caspofungina (Kordalewska et al.,
2018).

Ao contrério dos resultados encontrados neste estudo, elevadas CIMs para o poliénico
anfotericina B tém sido relatadas em diversos estudos (Lockhart et al., 2019). No entanto, existe
uma variabilidade significativa nos valores de CIM para C. auris e anfotericina B, assim,
recentemente, 0 CLSI sugeriu que os resultados de suscetibilidade a anfotericina B para C.auris
devem ser interpretados com cautela, sendo estes valores dependentes da metodologia utilizada
(CLSI, 2022).

Candida auris demonstra resisténcia ao fluconazol, e suceptibilidade variada aos outros
agentes azolicos. Embora estudos tenham observado C. auris com valores de CIM baixos para
itraconazol (Ruiz-Gaitan et al., 2019), neste estudo as CIMs para este antifingico foram
elevadas. Ayala-Gaytan et al. (2020) descreveram um isolado de C. auris com valor de CIM
alto para este antifingico. Deshkar et al. (2021) observaram isolados desta levedura com CIMs
para itraconazol variando de 0,032-32ug/mL. Outros estudos também relataram variacdes na
susceptibilidade de C. auris ao azélico (Kathuria et a., 2016; Lockhart et al., 2017; Chowdhary
eta., 2018).

Desde seu isolamento, tém-se buscado alternativas para o tratamento das infecgdes
causadas por C. auris. Muitos farmacos utilizados para tratar outras condicdes, incluindo
sertralina, um antidepressivo, e tamoxifeno, utilizado para tratar cancer de mama, foram
testados na levedura, além de peptideos, nanoparticulas e produtos naturais. Apesar desses
produtos apresentarem acdo inibitéria em C. auris, pouco se sabe a respeito dos mecanismos de
acdo nesta levedura (De Moraes, 2022).

Estudos demonstraram que o eugenol e seus derivados inibem a producdo do ergosterol
e também inibem os inibidores da bomba de efluxo em C. albicans e o outras Candida néo
albicans, resultando na reverséo da resisténcia a drogas entre estes patdgenos (Ahmad et al.,
2015). Jianhua e Hai (2009) relataram que berberina, baicaleina e eugenol interferem no ciclo
celular de C. albicans. Com o aumento da concentracdo de produto natural, a proporc¢do de
células em S-G2-M diminui, indicando uma aparente inibi¢do do ciclo celular. Também foi
possivel observar uma diminuicdo do tamanho das células e danos celulares através de ensaios
de fluorescéncia de DNA.

Um estudo conduzido por Braga et al. (2007) mostrou que o eugenol apresenta atividade
sobre isolados de Candida albicans, com uma concentrago inibitéria minima de 500 pg/ml.
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As células tratadas também apresentaram alteragcGes morfoldgicas, possivelmente devido as
caracteristicas lipofilicas do eugenol, que penetra na bicamada lipidica da membrana celular,
alterando sua permeabilidade e fluidez. Essas alteracbes na membrana afetam a regulacéo e
funcdo de enzimas que catalisam a sintese de importantes componentes da parede celular, como
B- glucanas, mananas e quitina, além de influenciar na morfogénese do envelope celular dessas
leveduras. As alteracGes no envelope reduzem a adesividade de C. albicans e a formacéo de
hifas, reduzindo sua habilidade de colonizar tecidos (Kamatou et al., 2012).

Shreaz et al. (2011) descreveram que o cinamaldeido apresenta CIM entre 100 e 500
pg/ml em isolados de C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. guilliermondi
resistentes ao fluconazol, mostrando uma ac¢do fungicida. Houve uma diminui¢do dose-
dependente da quantidade de ergosterol em linhagens cultivadas com cinamaldeido, sugerindo
que um de seus possiveis mecanismos de acdo € a desestabilizizacdo da membrana celular. O
produto também afeta a acdo da enzima H*-ATPase, importante para o transporte de nutrientes,
resultando em adicificacdo e morte celular

Alves et al. (2020) também demostraram que cinamaldeido apresenta uma acéao
inibitoria fungicida em isolado de C. albicans, C. krusei, C. tropicalis e C. glabrata, com
concentragdes variando entre 18,91 e 37,83 uM. Os valores de CIM elevados nos testes de
sorbitol, que atua como um protetor osmatico, sugerem que a parede celular é um possivel alvo
do cinamaldeido. Outro possivel mecanismo de acdo pode estar relacionado com a afinidade de
produto com a afinidade pela esqualeno-epoxidase.

Neste estudo, os ensaios de susceptibilidade com C. auris frente aos produtos naturais,
mostraram que para todos os isolados testados, os valores de CIM foram os mesmos obtidos
para CFM, tanto para o eugenol como para o cinamaldeido, mostrando, portanto, uma atividade
fungicida destes compostos.

Poucos séo os relatos da acdo de produtos naturais em cepas de C. auris, porém alguns
dados corroboram os achados deste estudo em relacdo a atividade fungicida do eugenol e
cinamaldeido em isolados de C. auris. Alam et al. (2023) realizaram estudo com derivado do
eugenol (tosilato de eugenol — C5) identificando-o como um derivado ativo, com baixos valores
de CIM frente a todos os isolados de C. auris estudados. Além disso, os autores também
constataram a atividade fungicida e que o derivado ocasionou a apoptose nos isolados de C.
auris.

Liu et al. (2020), avaliando isolados de C. auris e C. albicans, demonstraram o efeito
anti-Candida e o potencial de induzir a remodelacdo da parede celular de cinco compostos
naturais, entre eles o cinamaldeido, destacando a possibilidade da aplicacdo in vivo contra
infeccOes associadas a esses fungos. Miranda-Cadena et al. (2021b) relataram que
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nanoparticulas de lipossomas com cinamaldeido a uma concentracdo de 36 pg/mL e 64 pg/mL
de lipideos apresentam acéo contra isolados de Candida spp. incluindo C. auris, com auséncia
de citotoxicidade aos macro6fagos nessa concentracao.

Uma alternativa promissora para tratar as infeccGes causadas por Candida spp. € a
terapia combinada, possibilitando a reducéo da dose e citotoxicidade de ambos 0s compostos
(De Moraes, 2022). Neste estudo, a avaliacdo do sinergismo demonstrou que, em combinacdo
com o itraconazol, os produtos naturais apresentaram uma atividade sinérgica fungicida, de
acordo com a reducdo de log de UFC/mL. As combinacdes entre eugenol e cinamaldeido
apresentaram atividade sinérgica fungistatica.

Khan et al. (2019) demonstraram que o eugenol em combinacdo com a anfotericina B
apresenta uma atividade contra C. albicans, além de causar a liberacdo de espécies reativas de
oxigénio e hiperpolarizagdo mitocondrial. A anfotericina B sozinha apresentou concentracio
inibitéria minima e fungicida em torno de 8 e 16 pg/ml, enquanto os valores para eugenol foram
respectivamente 625 e 1250 pg/ml. Na combinagdo com 0,05 pg/ml de antifungico, o eugenol
apresentou reducdo de 75% nas concentracgdes inibitdrias minima e fungicida, com valores de
156 e 312 pg/ml, respectivamente. A acdo de anfotericina B ¢ mais duradoura quando em
combinacg@o com eugenol e os danos celulares observados sdao mais severos quando ambos 0s
produtos séo utilizados em conjunto em relagdo ao uso dos produtos separadamente.

Shaban et al. (2020) avaliaram a atividade antifingica combinada de quatro compostos
fenolicos com drogas antifangicas frente a isolados de C. auris. Entre os produtos testados o
eugenol ndo se mostrou um composto ativo para estudos de sinergismo com os antifingicos
anfotericina B, caspofungina, fluconazol e nistatina.

Di Vito et al. (2023) pesquisaram o efeito sinérgico do cinamaldeido com antifingico
fluconazol em isolados de C. auris e relataram sinergismo positivo do composto com esta droga.
Porém, os autores ressaltaram que maiores estudos ainda sdo necessarios para avaliar, tanto in
vitro quanto in vivo, a eficacia e os mecanismos de a¢do do composto para que represente um
recurso valido na luta contra a propagacao de C. auris e suas resisténcias.

Constitui-se de grande importancia e interesse estudos do potencial patogénico da
levedura envolvendo a adesdo, multiplicacdo e invasdo como possivel meio para o
desenvolvimento de novas intervencdes terapéuticas contra infec¢des por Candida.

A capacidade das espécies de Candida produzirem biofilmes em superficies bidticas e
abioticas é considerada um de seus fatores de viruléncia mais importantes, uma vez que a
penetracdo de antifungicos nas camadas mais profundas de biofilmes € diminuida, agravando a
emergéncia de isolados com susceptibilidade reduzida aos antifangicos (Didehdar et al., 2022).
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Os produtos naturais tém sido amplamente estudados para verificar sua atividade
antibiofilme em espécies de Candida. Karpinski et al., (2021), em um trabalho de revisé&o,
verificaram que pelo menos 34 preparados a partir de plantas, incluindo extratos e 6leos
essenciais, apresentam uma atividade antiflngica, inibindo pelo menos 50% de biofilme em
relacdo ao controle. O 6leo essencial de Allium sativum L. causa uma reducdo em uma
concentracdo de 60 mg/mL no biofilme produzido por C. albicans. O extrato de Copaifera
paupera ocasiona reducdo em uma concentracdo de 48, 87 mg/mL em biofilmes produzidos
pela mesma espécie. Oleos essenciais obtidos a partir de espécies de Eucalyptus apresentam
atividade anti-Candida albicans, reduzindo a formacéo de biofilme em uma concentracdo de 8
mg/mL. O Oleo essencial de Lavandula dentata L. reduz a producdo de biofilme em
concentracdes variando entre 0,045 e 0,07 mh/mL também para a mesma espécie. O 6leo
essencial de Satureja macrosiphon ocasiona uma reducdo de biofilme produzido por C.
dubliniensis e C. albicans em concentragdes entre 2 e 8 mg/mL.

Neste estudo, quatro isolados de C. auris apresentaram uma reducdo na biomassa de
biofilme maior que 50% quando tratados com eugenol em uma concentragdo de 75% da
concentracdo inibitéria minima. Os demais isolados apresentaram uma inibicdo de cerca de
40% na mesma concentracao.

Heetal., (2007) demonstraram que o eugenol reduz a capacidade de adeséo de biofilmes
produzidos por C. albicans, além de inibir a filamentagdo por essa espécie, também um fator
de viruléncia importante para a patogénese de infeccdes invasivas.

Shahinaet al. (2022) também demonstraram que o eugenol dificulta a formacéo de tubos
germinativos e hifas, bem como o citral. Em um estudo conduzido por Rangel et al., (2018)
eugenol também demonstrou um efeito promissor contra C. tropicalis e multi-espécies. Esse
composto diminuiu a adesdo inicial, formacdo de tubo germinativo e progressdo do
desenvolvimento de biofilme, aléem de danos na parede celular, inibicdo de biofilme ja
estabelecido e diminuicdo do tamanho celular (Wijesinghe et al., 2020).

Jafri et al., (2019) demonstraram que o eugenol apresenta acao frente biofilmes simples
e mistos de Streptococcus mutans e C. albicans resistente a anfotericina B, cetoconazol e
itraconazol. O tratamento com eugenol ocasionou alteragbes na morfologia celular tanto dos
biofilmes simples como dos biofilmes mistos. De Paula et al., (2014) também demonstraram
uma atividade de eugenol frente a biofilmes produzidos por espécies de Candida. O eugenol
apresentou acao contra células planctonicas e sésseis de C. tropicalis e C. dubliniensis. Foi
observada uma reducdo de mais de 80% na atividade metabdlica de células sesseis apds 24
horas de tratamento com eugenol em concentracdes entre 187,5 a 750 pug/mL. E nenhuma
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atividade metabdlica foi detectada quando o tratamento consistiu em concentra¢des até 1500
pug/mL.

Também ¢ relatada a atividade do cinamaldeido contra biofilmes produzidos por
espécies de Candida. Neste estudo, cinco isolados apresentaram uma reducdo de biomassa de
biofilme maior que 70% quando tratados com cinamaldeido em uma concentracdo de 75% da
CIM em relacdo ao controle. Dois isolados apresentaram uma reducdo menor que 50% enquanto
0s demais isolados apresentaram uma reducéo entre 50% e 70% de biomassa de biofilme na
concentracdo de 75% da CIM. Gupta et al., (2018) demonstraram que 0 composto, além de
comprometer a formacao de clamidioconidios e pseudo-hifas, ocasionar lise celular e aumentar
a producdo de compostos reativos de oxigénio, também compromete a formacéo de biofilmes
produzidos por C. glabrata em biomateriais, como cateteres urinarios e lentes de contato. Em
uma concentragao de 256 pg/mL, o cinamaldeido foi capaz de inibir mais de 75% do biofilme
produzido por um isolado clinico da espécie.

Miranda-Cadena et al., (2021a), demonstraram que o cinamaldeido além de apresentar
atividade fungicida contra células planctonicas, é capaz de comprometer a adesdo de biofilmes
produzidos por espécies de Candida. O composto foi capaz de reduzir a atividade metabolica
bem como a biomassa de biofilmes produzidos por C. albicans, C. dubliniensis e C. tropicalis,
em uma concentracao de 118,5 pg/mL para XTT e 1896,2 pg/mL para cristal violeta. Khadke
et al. (2022) verificaram que analogos de cinamaldeido apresentam acdo em biofilmes
produzidos por C. albicans em uma concentra¢ao variando entre 20 ¢ 50 pg/mL, reduzindo o
biofilme em até 90%, diferentemente do trans-cinamaldeido, que também foi analisado neste
estudo e nessas mesmas concentragdes ndo reduziu a formagéo de biofilme.

Embora sejam poucos os estudos, os produtos naturais também tém sido analisados com
relagdo a sua atividade anti-biofilme em isolados de C. auris. Kim et al., (2020) verificaram a
acdo do composto 6-shogaol em biofilmes produzidos pela espécie. A biomassa de biofilme foi
reduzida entre 78,1 e 79,9% quando os biofilmes foram tratados com concentracfes do
composto variando entre 32 e 64 pg/mL. A atividade metabolica foi reduzida em até 97,6%
com uma concentracdo de trés vezes a concentracdo inibitdria minima. O composto também
apresenta capacidade de erradicar o biofilme estabelecido em até 97,9% em uma concentracéo
de 64 pg/mL.

Nos estudos conduzidos por Kuhn et al. (2002) e Li et al. (2003) foram observadas
divergéncias entre os ensaios de atividade metabdlica e de massa de biofilme, bem como no
presente estudo. Para ambos os estudos, foi observado que biofilmes produzidos por isolados
obtidos de diferentes locais, como vagina, cavidade oral, proteses dentarias, cateteres e sangue
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que apresentaram baixos valores nos ensaios de XTT, apresentaram valores elevados nos
ensaios de cristal violeta e vice-versa.

Neste estudo, 0 ensaio do XTT mostrou um aumento expressivo na atividade metabdlica
em cinco isolados quando tratados com eugenol. Trés isolados apresentaram um aumento de
atividade metabdlica menos expressivo e apenas trés isolados apresentaram uma discreta
diminuicao de atividade metabdlica quando tratados com eugenol. Cinco isolados apresentaram
uma leve diminuicdo de atividade metabdlica quando tratados com cinamaldeido. Os demais
isolados apresentaram aumento de atividade metabolica, sendo que trés isolados (4, 6 e 12)
apresentaram um aumento expressivo, entre 70 e 97%.

O ensaio de XTT é realizado para avaliar o nivel de metabolismo oxidativo, e por meio
dele é possivel verificar a extensao do crescimento de biofilmes maduros. Porém, o método néo
é adequado para avaliar a massa, volume, espessura, diferenciacdo celular, arquitetura ou

extensdo da deposicdo do biofilme. Apesar de sua reprodutibilidade ser comprovada, a
comparacdo com métodos de verificacdo de extensdo de biofilme ndo € adequada. O ensaio de
cristal violeta tem como principais alvos 0s mucopolissacarideos e amil6ides, que podem variar
consideravelmente como resultado de diferencas na deposicéo da matriz (Soll e Daniels, 2016).

De acordo com Raut et al. (2012), a intensidade da absorbancia de cristal violeta é
proporcional & massa celular, seja de células vivas ou ndo e substancias poliméricas
extracelulares. Embora tenha ocorrido uma reducdo de biomassa de biofilme nos isolados
analisados neste estudo, foi observado um aumento de atividade metabdlica. Essas
caracteristicas observadas ressaltam que houve uma redugdo do nimero de células e matriz
extracelular, mas essa redugdo nao necessariamente esta associada a uma reducéo de atividade
metabdlica. Gabriela et al., (2014) avaliaram a acdo do extrato de Zuccagnia punctata, uma
planta medicinal argentina em biofilmes produzidos por C. albicans. A redugédo da biomassa de
biofilme foi mais significativa do que a reducéo de atividade metabolica, assim como observado
no presente estudo.

Neste estudo, o eugenol ndo apresentou citotoxicidade nas concentragdes variando de
15,625 a 125 pg/mL. Nessas concentragdes a viabilidade celular foi superior a 70%. Entretanto,
nas concentragcbes de 250 e 500 pg/mL, a viabilidade celular foi de 65,96 e 5,74%
respectivamente. O cinamaldeido apresentou maior citotoxicidade em relacéo ao eugenol. Nas
concentracdes de 62,5, 125, 250 e 500 pg/mL, a viabilidade celular foi reduzida para cerca de
4,5%. Na concentracao de 31,25 ng/mL, a viabilidade celular foi de 33,45% e na concentracao
de 15,625 pg/mL a viabilidade foi de 94,42%.

Shahabadi et al., (2019) avaliaram a citotoxicidade de eugenol puro e nanoparticula
através do método de MTT contendo magnetita (Fe304SiO2) em células cancerigenas: astrocitos
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provenientes de glioblastoma, células de carcinoma pulmonar e de carcinoma ovariano.
Eugenol foi menos citotdxico do que a nanoparticula em ambos os tipos celulares. A viabilidade
celular dos astrocitos permaneceu em mais de 70% com tratamento na dose de 200 pg/mL. Nas
células ovarianas a viabilidade celular permaneceu em cerca de 70% apds uma exposi¢do de 50
ug/mL ¢ para as células pulmonares a viabilidade foi de cerca de 65% também em uma
exposicao de 50 pg/mL.

Gundel et al., (2019) avaliaram a citotoxicidade do eugenol puro e em nanoemulsédo com
0 mancozeb, um fungicida comumente utilizado na agricultura, em células mononucleares do
sangue. A viabilidade celular permaneceu em torno de 100% nas cncentragdes de 0,5, 5 e 50
pg/mL. Em uma concentragcdo de 500 pg/mL a viabilidade celular permaneceu em torno de
70%. A viabilidade celular também permaneceu em torno de 100% para a nanoemulséo de
eugenol nas mesmas concentra¢fes que para o eugenol puro. Na concentracéo de 500 pg/mL a
viabilidade caiu para cerca de 50%. A combinacdo de eugenol e mancozeb também manteve a
viabilidade celular superior a 70% para varias combinagdes entre ambos os produtos. Para a
nanoemulsao combinando ambos os produtos, a viabilidade celular variou entre 45 e 100% para
diferentes combinacdes.

Kar et al., (2021) avaliaram a possivel citotoxicidade de oleato de eugenol em
combinacdo com a anfotericina B através da coleta de sangue de camundongos tratados com
ambos 0s compostos e avaliagdo de parametros bioquimicos para verificacdo das funcGes
hepatica e renal, incluindo testes para alanina transaminase, aspartato aminotransferase, acido
drico e creatinina. Os niveis séricos de ambos 0s parametros apresentaram-se de acordo com a
normalidade, indicando que ndo ocorreu citotoxicidade para células renais e hepaticas.

A possivel citotoxicidade de uma emulsdo de eugenol também foi avaliada por Gao et
al., (2020) em celulas PC12 de feocromocitomas (tumores secretores de hormonios) de ratos.
Em concentracbes variando entre 0,2 e 50 pg/mL a nanoemulsdo ndo demonstrou
citotoxicidade. A viabilidade celular permaneceu em torno de 100% em todas as concentracGes
testadas. Fuentes et al., (2021) avaliaram a citotoxicidade de particulas de silica conjugadas
com eugenol e vanilina e dos compostos puros em células HepG2 (hepatocarcinoma). Os
valores de ICso foram de 0,1 mM para o eugenol em 24 e 48 horas de exposi¢do. Dentre as
combinacfes com 0s compostos majoritarios de 6leos essenciais, a viabilidade celular variou
de acordo com o tipo de particula e sua composicdo. As particulas de material cristalino movel
apresentaram maior variabilidade na quantidade de células viaveis. As particulas de silica
amorfa sintética conjugadas com eugenol apresentaram viabilidade celular em torno de 50%.
Os resultados sugerem que o eugenol puro é menos citotoxico do que em combinagdo com as
particulas avaliadas.
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A conjugacdo de nanodiamantes com eugenol em concentragdes variando entre 100 e
1000 pg/mL em macrofagos murinos através de andlise por cristal violeta ndo apresentou
citotoxicidade ap6s uma exposicdo de 24 horas. A viabilidade celular permaneceu entre 85 e
100% para combinagdes entre ambos 0s produtos em diferentes proporgdes. Os resultados
sugerem menor taxa de ruptura da membrana plasmatica, lisossomiais e mitocondriais (Lim et
al., 2016).

Maurice et al., (2021) verificaram a possivel citotoxicidade de eugenol e uma
nanoemulsdo em macréfagos através de analise pelo método de MTT. Na menor concentracéo
testada de eugenol, de 0,2 pLL/mL, a viabilidade celular foi de 95,3% e na maior concentracao,
de 1 pL/mL, a viabilidade foi de 91,67%. Para as nanoemulsdes de eugenol, a viabilidade
celular foi de 96,3 e 92,3% para as concentracGes de 0,2 e 1 uL./mL, respectivamente.

Wani et al. (2022) avaliaram o efeito de um derivado azolico a base de cinamaldeido na
viabilidade e morte celular em isolados de C. auris. Os resultados confirmaram que 0 composto
possuia a concentragdo inibitéria minima de 0,98 ug/mL e impediu o crescimento da levedura
bem como causou a morte das células, podendo ser considerado um forte candidato para o
desenvolvimento de drogas antiflngicas contra C. auris.

Alves et al., (2021b) avaliaram a citotoxicidade de cinamaldeido em Galleria mellonella
e em zebrafish. Em G. mellonella, o composto ndo foi toxico até a maior concentragdo testada,
de 20 pg/mL, enquanto para embrides de zebrafish, a toxicidade ocorre em concentragdes de
0,035 pg/mL, causando atraso na eclosdo dos ovos. Na concentragcdo de 0,105 pg/mL causa
edemea pericardico nesses animais, além de causar malformac@es e diminuir a sobrevivéncia
desses embribes. A toxicidade do cinamaldeido também foi avaliada em mucosa oral
queratinizada de ratos e ndo houve danos nos tecidos até a maior dose avaliada, de 700 pg/mL.
Anélises histologicas de palato demonstraram a preservacdo da epiderme, queratindcitos e
celulas basais.

Pereira et al., (2021) avaliaram a possivel citotoxicidade do cinamaldeido em células
Vero e Hep-2. Em concentragdes variando entre 0,187 ¢ 6 pg/mL ndo houve redugdo da
viabilidade celular para ambas as linhagens aods 48 horas de exposi¢do. Polaquini et al., (2017)
avaliaram a toxicidade de derivados de cinamaldeido em fibroblastos pulmonares humanos. As
concentracdes que mataram 50% das células de dois derivados do produto foram 46,3 e 53,1
uM. Sawicki et al., (2018) também avaliaram a possivel citotoxicidade de cinamaldeido e 6leo
essencial de canela em células Vero apds 24 horas de exposicdo. Os valores de ICso para
cinamaldeido e dleo essencial foram de 112,6 e 69,35 ug/mL respectivamente.

Zhang et al., (2010) verificaram a citotoxicidade de trans-cinamaldeido em eritrocitos
derivados de pacientes com leucemia (K562) atraves de andlise de citometria de fluxo. O
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tratamento com 180 umol/L por nove horas levou a uma taxa de apoptose de cerca de 9%. O
tratamento por 24 horas ocasionou uma taxa de apoptose de 18,6% com 120 pumol/L e de
38,98% com 180 pmol/L.

O cinamaldeido € utilizado como aditivo alimentar e classificado como seguro pela
Food and Drug Administration (FDA). Entretanto, ha relatos demonstrando a citotoxicidade do
composto para alguns tipos celulares e estudos demonstrando que ndo ocorre comprometimento
celular. Essa aparente contradi¢do pode ser explicada pela natureza quimica do cinamaldeido,
que possui um grupo alifatico aldoxila, apresentando elevada reatividade. Compostos do grupo
dos aldeidos apresentam diversidade de reagdes quimicas e as misturas apresentam
complexidade, sendo varidvel de acordo com a regido geografica. Estudos utilizando derivados
de cinamaldeido sdo comuns, possivelmente porque esses derivados podem apresentar maior
estabilidade (LoPachin e Gavin, 2014; Polaquini et al., 2017).

Os mecanismos de acdo dos produtos naturais sobre as proteinas ainda ndo sao bem
elucidados, sendo necessario estudos moleculares, em especial, o estudo do proteoma para a
complementac&o aos estudos fisioldgicos e de gendmica permitindo examinar simultaneamente
as alteracdes e classificar padrdes temporais de acumulo ou diminuicdo de proteinas que
ocorrem durante o processo de ac¢ao destes produtos.

Hoehamer et al., (2010) avaliaram a expressdo de proteinas de C. albicans quando
tratada com cetoconazol. A maioria das proteinas estava relacionada ao metabolismo de
carboidratos, biossintese de proteinas e proteinas de choque térmico. Semelhantemente ao
presente estudo, também foram identificadas proteinas envolvidas na biossintese de ergosterol,
de resposta ao estresse celular e proteinas relacionadas a resisténcia aos antifungicos.

Song et al., (2022) verificaram as proteinas diferencialmente expressas de C. albicans
apos a exposicdo ao fluconazol. Proteinas relacionadas a biossintese de aminoacidos foram
reguladas positivamente. Proteinas relacionadas a resisténcia aos azolicos também foram
diferencialmente expressas de maneira positiva. Neste estudo, estes achados também foram
observado apds o tratamento com itraconazol.

Estudos relacionados a protedmica de outras espécies de fungos em resposta a exposicao
aos antifingicos também tém sido realizados. Gautam et al., (2016) avaliaram a resposta de
Aspergillus fumigatus ao itraconazol. Dentre as proteinas diferencialmente expressas,
destacam-se as relacionadas ao metabolismo de carboidratos e aminoacidos, resposta ao
estresse celular, proteinas relacionadas ao citoesqueleto e a parede celular, bem como no
presente estudo.

Poulsen et al., (2021) verificaram a a¢do nas proteinas expressas por A. niger em
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resposta ao itraconazol. A expressédo de transportadores do tipo ABC, relacionadas a bombas
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de efluxo foi aumentada, e a sintese de ergosterol foi diminuida, dados que também foram
observado neste estudo.

Os achados relacionados as proteinas expressas exclusivamente no controle corroboram
com o conhecido mecanismo de acdo dos azolicos, que interferem na sintese de ergosterol da
membrana plasmatica. Foram observadas proteinas, dentre as expressas exclusivamente na
amostra tratada com itraconazol, relacionadas a expressdo de bombas de efluxo e resposta ao
estresse a estimulos, também corroborando com mecanismos de resisténcia aos azolicos (Aris
et al., 2017; Bandara e Samaranayake, 2022; Houst et al., 2020)

Neste estudo, foi observada uma reducédo na biossintese de componentes da membrana
celular na amostra tratada com eugenol, sugerindo que a sintese de ergosterol pode ser um dos
alvos do composto. Prajapati et al., (2023) verificaram que ocorre uma interacdo de eugenol
com um grupo heme da proteina CYP51B de Rhizopus oryzae, importante para a sintese de
ergosterol, in vitro e in silico, através de docking molecular.

Poucos sdo os estudos verificando os possiveis mecanismos de acdo do eugenol e
cinamaldeido em espécies de fungos. Dentre esses estudos, outras estratégias sdo utilizadas para
verificar a interacdo do composto com as células fangicas.

Biernasiuk et al., (2023) verificaram o comportamento de Candida spp. quando tratadas
com eugenol na presenca e na auséncia de sorbitol, um protetor osmoético importante para
estabilizacdo celular em situacGes de estresse. Esse ensaio é utilizado para avaliar se
determinado agente antifungico apresenta acdo na parede celular. Os autores verificaram que
ndo houve alteracdo nos valores de CIM na presenca de sorbitol, indicando que possivelmente,
a parede celular ndo é um alvo do eugenol. Por meio de ensaios envolvendo a formacdo de
complexos entre ergosterol e compostos com atividade antifdngica, é possivel determinar se
esses compostos sdo capazes de interferir na sintese de ergosterol. Os autores verificaram
valores de CIM mais elevados no tratamento com o eugenol, sugerindo que a sintese de
ergosterol pode ser um dos alvos do composto.

No presente estudo foi observado que proteinas relacionadas a sintese e manutencéo de
membrana celular foram encontradas no grupo controle e ndo foram encontradas no grupo
tratado com cinamaldeido. Alves et al., (2020) avaliaram os possiveis mecanismos de acao de
cinamaldeido através de docking molecular em Candida spp. Suas analises demonstraram uma
afinidade do cinamaldeido pela enzima esqualeno-epoxidase, sugerindo que seu mecanismo de
acdo possivelmente ¢ a inibicdo da sintese de ergosterol.

Biernausiuk et al., (2023) tambem verificaram a interagdo do 6leo essencial de cravo em
Candida spp. através de experimentos utilizando o sorbitol e complexos de ergosterol. Assim
como para o eugenol, seus resultados sugeriram que possivelmente a parede celular ndo é um
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dos alvos de acdo do cinamaldeido. No ensaio de ergosterol, a CIM foi elevada para
cinamaldeido em relagdo aos ensaios onde foi verificada a atividade antifungica, indicando que
a membrana plasmatica possivelmente é o alvo de acdo do cinamaldeido.

Neste estudo, as interacfes entre eugenol e cinamaldeido, eugenol e itraconazol e
cinamaldeido e itraconazol apresentaram uma ac¢éo fungicida na cepa CDC B11903. Entretanto,
para a analise protedmica, foram utilizadas concentracdes menores em relacdo as utilizadas no
ensaio para verificacdo de sinergismo de ambos os produtos e de antifingico. Esse fato pode
explicar a presenca de proteinas relacionadas a sintese de compostos importantes de membrana
plasmética, como a 14-alfa-demetilase e a aparente contradicdo com os dados obtidos nas
amostras tratadas apenas com eugenol e apenas com cinamaldeido. Possivelmente as interacdes
entre eugenol e itraconazol e cinamaldeido e itraconazol ndo atuam na membrana plasmatica,
como os produtos isolados, e seus mecanismos de acdo ainda precisam ser elucidados em

estudos futuros.
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6 CONCLUSOES

Neste estudo, as linhagens foram sensiveis a anfotericina B e a caspofungina.
Entretanto, a inibicdo do crescimento ndo foi total para a caspofungina, observando-se um
crescimento residual em concentragdes intermediarias, denominado ‘“efeito eagle” ou
“fendmeno paradoxal”. Eugenol e cinamaldeido apresentaram agdo fungicida para todos os
isolados e acdo sinérgica entre si e com o itraconazol, reduzindo consideravelmente a
guantidade de colonias. Esses resultados estdo de acordo com dados encontrados na literatura
a respeito da acdo de ambos os compostos em espécies de Candida. Ambos os produtos
causaram uma reducdo na producdo de biomassa de biofilmes produzidos por C. auris.
Entretanto, a atividade metabdlica de biofilme da maioria dos isolados foi aumentada quando
tratados com eugenol e cinamaldeido. O eugenol ndo apresentou citotoxicidadeto de C. auris
para células. Cinamaldeido apresentou citotoxicidade nas concentracdes em que ocorre inibicéo
da levedura. Os achados estéo de acordo com dados de outros estudos, confirmando a seguranca
de eugenol e reducdo de viabilidade celular em diferentes tipos celulares quando expostas ao
cinamaldeido. Os achados sugerem que, eugenol e cinamaldeido, possivelmente atuam inibindo
a sintese de ergosterol, assim como os azolicos.
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