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RESUMO

Espécies do complexo Candida parapsilosis representam uma ameaca emergente ao ambiente
nosocomial em razdo da sua capacidade de produzir biofilmes aderentes a dispositivos
médicos. Diante de uma ascensdo global de cepas resistentes a antifingicos usuais em
tratamentos, o geraniol, um terpeno isolado de diferentes Oleos essenciais, apresentou-se
CcOmo um composto promissor por sua atividade antimicrobiana e potencial antifangico. Com
base nessas evidéncias, este estudo avaliou os efeitos in vitro do geraniol contra espécies do
complexo C. parapsilosis, nas formas planctonica e biofilme, e sua interagdo com outros
antifngicos. 18 isolados foram submetidos ao ensaio de microdiluicdo em caldo, utilizando
geraniol (4 - 1024 ug ml?), fluconazol (0,125 - 64 pg ml?), itraconazol (0,0313 - 16 pug ml™d),
anfotericina b (0,0313 - 16 pug ml™) e caspofungina (0,0162 - 8 pug ml™?) para determinacéo da
concentracdo inibitéria minima (CIM). Ademais, foi realizado a contagem de células para a
determinacdo da concentracdo fungicida minima. Os farmacos foram testados em biofilmes
maduros, utilizando o ensaio de reducdo do 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazélio
(MTT) para determinar a atividade metabdlica e do ensaio de quantificacdo da biomassa por
coloracdo com cristal violeta. O teste de interacdo entre o geraniol e os antifungicos foi
realizado pelo método de tabuleiro de xadrez (checkerboard), utilizando as combinacg6es:
geraniol com anfotericina b, fluconazol e caspofungina. A CIM para geraniol ficaram entre as
faixas 256-512 g ml, enquanto para os farmacos antiftingicos foram: anfotericina b <0,031
- 1 pug ml?, fluconazol 0,25 — 4 ug ml, itraconazol <0,031 - 0 ,25 ug ml! e caspofungina
0,125 - 1 ug mlt. 2 cepas de Candida metapsilosis foram sensivel dose-dependente (CIMsp 4
pug mi-1) ao fluconazol e 1 cepa de Candida ortopsilosis foi sensivel dose-dependente ao
fluconazol e itraconazol (respectivamente CIMso, 4 pug mi™ e 0,25 pug mlt), enquanto 7 cepas
apresentaram sensibilidade reduzida a anfotericina b (CIMio 1 pg mlt). O geraniol
apresentou atividade antibiofilme, com reducdo média na atividade metabdlica de 38,33%
(£20,90%) e 30,69% (+17,37%) na biomassa total dos biofilmes maduros, nas concentracfes
de CIM (p <0.05). Os biofilmes de C. orthopsilosis apresentaram-se tolerantes a redugdo da
atividade metabdlica na concentracdo CIM, em comparacdo com as outras cepas do
complexo. O geraniol apresentou sinergismo com anfotericina b e caspofungina. Os
resultados obtidos demonstram a eficacia da atividade antifingica do geraniol contra cepas do
complexo Candida parapsilosis, em sua forma plancténica e biofilmes maduros, além de uma
potencial combinagdo com anfotericina b e caspofungina a ser explorada.

Palavras-chave: Oleos essenciais; Atividade fungicida; Sinergismo; Fatores de viruléncia.



ABSTRACT

Candida parapsilosis species complex represents an emerging threat to the nosocomial
environment due to their ability to produce biofilms adherent to medical devices. Faced with a
global rise in strains resistant to common antifungal treatments, geraniol, a terpene isolated
from different essential oils, presented itself as a promising therapeutic alternative due to its
antimicrobial activity and antifungal potential. Based on this evidence, this study evaluated
the in vitro effects of geraniol against species of the C. parapsilosis complex, in planktonic
and biofilm forms, and its interaction with other antifungals. 18 isolates were subjected to
broth microdilution assay, using geraniol (4 - 1024 pg ml™), fluconazole (0.125 - 64 ug mi?),
itraconazole (0.0313 - 16 pg ml?), amphotericin b (0.0313 - 16 pug ml?) and caspofungin
(0.01625 - 8 pug ml?) to determine the minimum inhibitory concentration (MIC). In addition,
a cell count was performed to determine the minimum fungicide concentration. The drugs
were tested in mature biofilms, using the 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl
tetrazolium (MTT) reduction assay to determine metabolic activity and the biomass
quantification by crystal violet staining assay. The interaction test between geraniol and
antifungals was carried out using the checkerboard method, using the compounds: geraniol
with amphotericin b, fluconazole and caspofungin. The MIC for geraniol was between the
ranges 256-512 pg ml-1, while for antifungal drugs they were: amphotericin b <0.031 - 1 g
ml-1, fluconazole 0.25 — 4 pug ml-1, itraconazole <0.031 - 0 .25 pg ml-1 and caspofungin
0.125 — 1 ug ml-1. 2 strains of Candida metapsilosis were dose-dependently sensitive (MICso
4 ng ml-1) to fluconazole and 1 strain of Candida orthopsilosis was dose-dependently
sensitive to fluconazole and itraconazole (respectively MICsp, 4 pg ml-1 and 0.25 pg ml -1 -
1), while 7 strains had reduced sensitivity to amphotericin b (MIC 1 pg ml-1). Geraniol
showed antibiofilm activity, with an average reduction in metabolic activity of 38.33%
(£20.90%) and 30.69% (*17.37%) in the total biomass of mature biofilms, at MIC
concentrations (p < 0.05). C. orthopsilosis biofilms proved to be more resistant to reduced
metabolic activity at the MIC concentration, compared to other strains in the complex.
Geraniol showed synergism with amphotericin b and caspofungin. The results obtained
demonstrate the effectiveness of geraniol's antifungal activity against strains of the Candida
parapsilosis complex, in its planktonic form and mature biofilms, in addition to a potential
combination with amphotericin b and caspofungin to be explored.

Keywords: Essential oils; Fungicidal activity; Synergism; Virulence factors.
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1. INTRODUCAO

Leveduras do género Candida sdo ubiguas no meio ambiente e na microbiota do
ser humano, como em regides cutanea, oral e vulvoginal (KRANEVELD et al., 2012;
TORTELLI et al., 2020). Espécies de Candida ainda representam os patdégenos fungicos
oportunistas mais comuns, causando desde infeccbes mucocutaneas e superficiais, até
infeccdes sistémicas (PEREIRA et al., 2021; LOPES e LIONAKIS, 2022). Dentre as 200
espécies de Candida conhecidas, em média apenas 30 sdo capazes de causar doengas em
humanos, sendo a espécie Candida albicans a mais prevalente em casos de candidiase
superficial e invasiva (ESPINOSA-HERNANDEZ, 2020). No entanto, 0 aumento de espécies
ndo-albicans (NAC’s) tornou-se cada vez mais relevante, devido a fatores como sensibilidade
reduzida ou resisténcia intrinseca a medicamentos antifungicos convencionais usados no
tratamento de infecgdes por Candida spp. (DEORUKHKAR, 2014; GUINEA, 2014).

O complexo Candida parapsilosis, composto por trés espécies cripticas ou
morfologicamente indistinguiveis: Candida parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosis
e Candida metapsilosis, € descrito como a segunda maior causa de infec¢des na corrente
sanguinea por Candida spp. (candidemias) em paises da América Latina, como no Brasil,
onde € responsavel em média por 15-30% das ocorréncias de candidemias (COLOMBO et al.,
2013; GUINEA, 2014; DOI et al., 2016). Espécies deste complexo representam uma ameaca
emergente principalmente a pacientes imunocomprometidos ou em ambiente nosocomial,
geralmente associados ao uso de cateteres venosos centrais, valvulas protéticas e outros
dispositivos médicos (BARCHIESI et al., 2016), sendo 0s neonatos 0 grupo mais afetado
(PAMMI et al., 2013). Dentre os fatores determinantes para a patogenicidade desses
organismos, pode-se citar a formacdo de pseudohifas, producdo de enzimas hidroliticas e
principalmente a formacdo de biofilmes, dificultando o tratamento por formar uma
comunidade complexa que protege as células microbianas de fatores externos, como o sistema
imunolégico do hospedeiro e a agdo de antifungicos (THOMPSON, 2011; CAVALHEIRO e
TEIXEIRA, 2018; TOTH, 2019). Apesar da semelhanca morfologica entre essas espécies,
ainda existem diferentes aspectos a serem elucidados, como diferencas na formacao de
biofilme e sensibilidade a diversos antifungicos (BRILHANTE et al., 2018; CORDEIRO et
al., 2018).

O uso de substancias derivadas do metabolismo secundario de plantas, como 6leos

essenciais, tem demonstrado uma notavel atividade antimicrobiana contra leveduras como
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Candida albicans, tanto em sua forma planctonica, como em biofilmes (BONA et al., 2016;
NAZZARO et al., 2017; GARCIA et al., 2021). Compostos como 0s terpendides, presentes
nos Oleos essenciais, apresentam atividade antibacteriana, fungicida e também podem
desempenhar papel adjuvante, aumentando a eficacia de outros medicamentos em cepas
resistentes (ZACCHINO et al., 2017; SHABAN, 2020).

O geraniol (3,7-dimetil-octatrieno-2,6-dien-1-ol) é um composto de alcool
monoterpénico aciclico derivado de diferentes 6leos essenciais, como rosa e citronela. Este
composto pode comprometer o desenvolvimento de leveduras ao romper a membrana celular
do fungo, interferindo na sintese de ergosterol e indicando um potencial fungicida
(SHARMA, 2016). O geraniol vem apresentando atividade antiflngica e antibacteriana
promissora, além de poder atuar como adjuvante (KANNAPPAN et al., 2019; GUPTA,
2021). Estudos também destacam um possivel potencial sinérgico com outros
antimicrobianos, devido a sua capacidade de aderir aos lipidios da membrana celular do
microrganismo, tornando-o mais permeavel aos farmacos combinados (LIRA et al., 2020),
entretanto, estudos sobre este composto contra biofilmes maduros incluindo diferentes
espécies de Candida ainda sdo limitados, principalmente quando envolve as diferentes
espécies do complexo C. parapsilosis. Nesse contexto, o presente estudo avaliou o efeito in
vitro do geraniol contra células planctbnicas e de biofilmes maduros das diferentes espécies

do complexo C. parapsilosis, bem como suas intera¢cbes com antiflngicos classicos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Candida: Taxonomia e morfologia

Fungos do género Candida estdo presentes na maioria dos ambientes conhecidos,
associados a solos Umidos, &gua, vegetacdo em decomposicdo, até a colonizacdo da
microbiota de animais. Na espécie humana, sdo comensais em microbiotas importantes, como
a oral e a vulvovaginal (KRANEVELD et al, 2012; TORTELLI, 2020).

Espécies desse género pertencem ao filo Ascomycota, sendo este 0 maior e mais
representativo dentre os grupos fangicos, com aproximadamente 15 classes, 68 ordens, 327
familias, 6.300 géneros e mais 64.000 espécies (WIJAYAWARDENE et al, 2017), distintas
entre 3 principais subfilos: Pezizomycotina, Taphrinomycotina e Saccharomycotina (HIBBET
et al, 2007).

O subfilo Saccharomycotina (anteriormente Hemiascomycetes) é caracterizado
pelas “leveduras verdadeiras”, sendo os individuos desse grupo predominantemente
unicelulares e muitas vezes acompanhadas por pseudohifas e/ou hifas verdadeiras. Possuem
parede celular com predominancia de B-glucano e produzem de um ou mais ascOsporos
(estrutura reprodutiva caracteristica dos Ascomicetos) formados em ascos e podendo ser
convertidos a partir de células individuais ou produzidas a partir de um ascoforo simples
(HIBBET et al, 2007). A ordem Saccharomycetales se destaca dentre o subfilo
Saccharomycotina pela presenca de importantes géneros fungicos, como o Saccharomyces e
Candida (HIBBET et al, 2018).

Fungos da ordem Saccharomycetales apresentam 3 principais padroes
morfologicos de crescimento celular: leveduras, pseudohifas e hifas verdadeiras, conforme
demonstrado na Figura 1. Leveduras sdo unicelulares e possuem células ovaladas com
padrdes predominantemente de brotamento axial ou bipolar, como em Candida spp. e
Saccharomyces spp. Ja fungos que formam pseudohifas ou hifas apresentam filamentos
alongados de células interligadas (THOMPSON, 2011).
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Figura 1.: Principais padrdes morfol6gicos da ordem Saccharomycetales

Levedura Pseudohifa Hifa

Imagens de células de Candida albicans visualizadas por microscopia de contraste de interferéncia diferencial
(DIC) (bar 5-10 mm). (Inferior) Representacéo esquematica de cada morfologia.

Fonte: Thompson, (2011), com adaptaces.

Células com pseudohifas geralmente sdo elipsoidais e apresentam constricdes
entre a célula-mée e o filamento, formando uma série de leveduras alongadas unidas entre si,
dando um aspecto semelhante a uma hifa verdadeira (THOMPSON, 2011). J& as hifas
apresentam formas tubulares, uniformes, com auséncia de constrigdes e divisdéo em
compartimentos por estruturas chamadas septos. Essas estruturas ainda apresentam poros
responsaveis por realizar a comunicagdo celular entre as células das hifas (THOMPSON,
2011; TORTORA et al, 2017).

Com aproximadamente 200 espécies conhecidas, individuos do género Candida
sdo leveduras que apresentam polimorfismo, crescendo na sua forma leveduriforme durante a
fase saprofita e filamentosa ao atingir os tecidos, onde encontra temperaturas entre 35-37 °C,
formando hifas verdadeiras ou pseudohifas, com excecdo da Candida glabrata, que nédo
costumam formar filamentos, permanecendo apenas como células haploides (BRANDT et al,
2011; TORTORA et al, 2017; ESPINOSA-HERNANDEZ, 2020). Contudo, alguns fatores de
estresse, como exposicdo a altos niveis de CO», ainda podem induzir a formagdo de
pseudohifas em leveduras da espécie C. glabrata (SASANI, 2016).

Enguanto a maioria das espécies de Candida, como as cepas do complexo

Candida parapsilosis, produzem apenas pseudohifas, 3 espécies sdo conhecidas por
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produzirem hifas verdadeiras, conforme demonstrado na Tabela 1, sendo essas: Candida
albicans, Candida tropicalis e Candida dubliniensis. (THOMPSON, 2011).

Tabela 1.: Morfologias de espécies patogénicas de Candida.

Espécie Morfologias
C. glabrata Levedura, pseudohifa.
C. lusitaniae Levedura, pseudohifa.
C. guilliermondii Levedura, pseudohifa.
C. parapsilosis Levedura, pseudohifa.
C. tropicalis Levedura, pseudohifa e hifa verdadeira.
C. dubliniensis Levedura, pseudohifa e hifa verdadeira.
C. albicans Levedura, pseudohifa e hifa verdadeira.

Fonte: Thompson, (2011), com adaptagdes.

Embora se tenha conhecimento da espécie Candida parapsilosis desde o século
XX, quando foi inicialmente descrita como Monilia parapsilosis (ASHFORD, 1928),
observou-se uma grande variabilidade genética entre isolados dessa espécie, 0 que levou
pesquisadores da época a agruparem esses individuos em 3 grupos genéticos distintos (Grupos
I, 11 e HI), baseando-se nos padrdes eletroforéticos de diversas enzimas (o-esterase,
superoxido-dismutase e glicose-6-fosfato desidrogenase), além do sequenciamento de regies
de rDNA (ITS1, ITS2 e 5.8S) (LIN et al, 1995). Segundo a segregacao dos grupos genéticos
de C. parapsilosis, TAVANTI e colaboradores realizaram novas analises moleculares a partir
da técnica de MLST (Multilocus Sequence Typing), e constataram polimorfismos em genes
especificos que caracterizavam 3 individuos distintos, propondo uma nova reformulacéo
taxonémica em um complexo de espécies, o complexo Candida parapsilosis. A nova divisao
organizou o complexo em 3 espécies: Candida parapsilosis strictu sensu, Candida
orthopsilosis e Candida metapsilosis, sendo essa classificacdo taxondmica seguida até os dias
atuais (TAVANTI et al., 2005).

A partir da caracterizacdo do complexo, muitos estudos foram desenvolvidos
buscando compreender melhor individualmente essas novas espécies, desde ocorréncias
ambientais como em fontes agricolas (ROBL et al., 2014) ou em animais de cativeiro e de
vida livre (BRILHANTE et al., 2014; BRILHANTE et al., 2016; SIDRIM et al., 2016), seus

fatores de risco em pacientes, viruléncia e patogenicidade (TOTH, 2019), perfil de
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sensibilidade antimicrobiano (CORDEIRO et al., 2017; BRILHANTE et al., 2018) e até
estratégias de triagem clinica baseadas no fenétipo (CORDEIRO et al, 2018). Contudo, suas
diferencas bioldgicas continuam a serem elucidadas pelos pesquisadores, principalmente em
relacdo a seus biofilmes.

Em sua maioria, espécies de Candida se reproduzem assexuadamente por
brotamento, formando uma estrutura denominada blastoconidio. Contudo, muitos estudos
discutem mecanismos de reproducdo sexuada entre individuos do género como alternativa
reprodutiva para a manutencdo da espécie (ALBY e BENNETT, 2010). Estratégias
reprodutivas e o polimorfismo, formando estruturas mais complexas como hifas e pseudohifas

séo fatores essenciais para compreender a patogenicidade desses microrganismos.

2.2 Patologia e fatores de viruléncia

Embora facam parte da microbiota comensal, espécies de Candida destacam-se
por serem 0S mais representativos patdgenos fungicos em humanos. Com aproximadamente
30 espécies conhecidas capazes de causar infeccbes em humanos, sendo essas caracterizadas
como agentes oportunistas, afetando principalmente pacientes imunocomprometidos
(ARENDRUP, 2013; ESPINOSA-HERNANDEZ, 2020). InfeccBes por Candida spp., ou
candidiases, variam desde infec¢fes superficiais na pele ou mucosas, mas também infeccdes
sistémicas, como em casos de candidemia (ou septicemia por Candida) (ESPINOSA-
HERNANDEZ, 2020; MBA, 2020).

Casos de candidiase mucocutanea sdo os mais prevalentes dentre os quadros
clinicos ocasionados por Candida spp., sendo a mucosa oral, vulvovaginal, esofagica e nasal
o0s sitios mais afetados (MBA, 2020; LOPES, 2022). As manifestacdes clinicas de casos de
candidiase mucocutanea variam desde quadros agudos, subagudos e crénicos envolvendo
lesbes na mucosa e reacdes inflamatorias dependendo do sitio anatémico atingido, podendo
atingir inclusive individuos imunocompetentes (MBA, 2020; TALAPKO, 2021; LOPES,
2022).

Apesar de micoses superficiais apresentarem uma prevaléncia medial global de
20-25%, infeccOes superficiais na pele por Candida spp. s&o menos frequentes quando
comparados aos dermatofitos, ocorrendo prioritariamente em pacientes imunocomprometidos
ou com alguma deficiéncia inata em sua imunidade (ESPINOSA-HERNANDEZ, 2020;
LOPES, 2022). Contudo, suas manifestacfes clinicas se caracterizam por ocasionar um

espessamento da pele, hiperqueratose e formacdo de eritemas, com leve descamagdo na
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superficie e péapulas e pustulas satélites na periferia (ESPINOSA-HERNANDEZ, 2020;
TALAPKO, 2021).

Em relacdo a infeccBes sistémicas, Candida spp. continuam sendo a causa mais
comum de infec¢bes fangicas invasivas, com apenas 5 espécies (C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis, e C. krusei) compondo mais de 92% dos casos globais de
candidemia (GUINEA, 2014), tornando-se uma doenga emergente principalmente em
pacientes imunocomprometidos e em ambiente hospitalar (ARENDRUP, 2013; GUINEA,
2014; TALAPKO, 2021). Casos de candidiase invasiva na corrente sanguinea ainda podem
levar a quadros clinicos mais graves como infec¢cdes da bexiga e dos rins, endoftalmite,
meningite, infecgdes osteoarticulares, endocardite, peritonite e infec¢des intra-abdominais,
pneumonia, empiema, mediastinite e pericardite (ARENDRUP, 2013; TALAPKO, 2021).
Fatores de risco para casos de candidemia variam desde pacientes imunocomprometidos com
cuidados intensivos, danos na mucosa gastrointestinal, pacientes em uso continuo de
antibioticos de amplo espectro e uso de dispositivos médicos como cateter (IOANNOU et al.,
20204; IOANNOU et al., 20208; TALAPKO, 2021).

Apesar de muitos individuos se apresentarem assintomaticos em casos de
candidiase, o potencial patogénico desses agentes etioldgicos se deve a um arsenal de fatores
de viruléncia que podem se manifestar a partir do contato com cepas externas ou até mesmo
através dos proprios comensais, com base em alteragdes da homeostase do hospedeiro
(TALAPKO, 2021; LOPES, 2022). Esses fatores de viruléncia sdo responsaveis por evadir as
defesas do hospedeiro e permitir o desenvolvimento do agente etiolégico nos sitios atingidos.

Dentre esses fatores de viruléncia associados a Candida spp, o polimorfismo ao
atingir os tecidos do hospedeiro se destaca principalmente em cepas produtoras de hifas,
como C. albicans, permitindo que o microrganismo penetre mais profundamente nos tecidos
do hospedeiro através da secrecdo de enzimas extracelulares, como demonstrado na Figura 2
(AOKI et al, 2011). Contudo, a formacdo de pseudohifas também é um importante fator de
viruléncia, principalmente por auxiliar na adeséo e principalmente a formacéo de estruturas
ainda mais complexas, como os biofilmes (CHOW, 2008; SASANI, 2016).
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Figura 2.: Representacdo esquematica dos fatores de viruléncia de Candida albicans sobre o tecido do

hospedeiro

(A) adesdo e colonizacdo e (B) penetragdo e invasao de C. albicans. Fonte: Talapko, (2021)

Os biofilmes fungicos sdo estruturas formadas por um aglomerado de células
unidas a um substrato e protegidas por uma matriz extracelular polimérica (MEC), conferindo
adesdo aos tecidos do hospedeiro e principalmente, fornecendo maior toleréncia as drogas
antifingicas. Vale destacar que tais estruturas se apresentam como um desafio para o
tratamento em casos de candidemias invasivas (BRILHANTE et al., 2018; CAVALHEIRO e
TEIXEIRA, 2018). Essas comunidades podem ocorrer com espécies Unicas ou mistas e
partem da acdo de outros fatores de viruléncia importantes em Candida spp., as adesinas e
invasinas (CAVALHEIRO e TEIXEIRA, 2018; PEREIRA, 2020). Por exemplo, as adesinas
reconhecem ligantes como proteinas, fibrinogénios e fibronectinas e se ligam a eles, fazendo
com que a célula se mantenha aderida ao tecido do hospedeiro (TALAPKO, 2021).

A adesdo das leveduras a uma determinada superficie, seguida de sua reproducao,
levam a formacdo de pequenas col6nias, sendo a primeira etapa para o estabelecimento dos
biofilmes. Em sua etapa intermediaria, as células produzem uma matriz extracelular
polimérica, promovendo o desenvolvimento de uma estrutura tridimensional, formando o
biofilme desenvolvido, na fase de maturacdo. Células progénies desses biofilmes ainda podem
se disseminar, ao se desprenderem e migrarem para outros nichos, formando novas
comunidades, conforme demonstrado na Figura 3 (CAVALHEIRO e TEIXEIRA, 2018). Vale
ressaltar que em sua maioria, diferentes espécies de Candida apresentam distintas
propriedades em seus biofilmes, desde a formacédo de hifas, até a composi¢do organica da
matriz extracelular polimérica. No caso de espécies de do complexo Candida parapsilosis, a
formacéo de biofilmes é seu principal fator de viruléncia, e sua capacidade aderente se deve a
sua composicao predominantemente formada por blastoconidios e agregados de pseudohifas,
com matriz extracelular polimérica principalmente composta por carboidratos e baixos niveis
de proteinas (BRANCO, 2023).
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Figura 3.: Etapas da formacéo dos biofilmes

Etapas da formacdo de biofilmes: 1- Adesdo, 2- Colonizacdo, 3- Producdo da matriz extracelular (MEC), 4-
Maturagéo, 5- Disperséo
Fonte: Monroe, (2007). Com adaptagdes.

A presenca desses fatores de viruléncia, bem como o processo de formacéo e a caracterizacdo
dos biofilmes entre as diferentes espécies de Candida e até mesmo dentro do complexo
Candida parapsilosis, ressaltam a importancia clinica de se conhecer individualmente esses

microrganismos e assim orientar a um tratamento adequado a espécie invasora.

2.3 A ascensdo de cepas ndo-albicans (NAC’s) e 0 complexo Candida parapsilosis

Por muitos anos houve uma hegemonia da Candida albicans como agente
etiologico da candidiase, tanto em infec¢des superficiais, mucocutaneas e até mesmo
candidiases invasivas, com cerca de 70-80% de prevaléncia em isolados clinicos (Silva,
2011). Embora esse agente etiologico ainda predomine os casos clinicos de candidiase
superficial, na Gltima década vem-se reportando uma ascenséo de outras espécies de Candida
com grande relevancia clinica, sendo esse grupo denominado cepas ndo-albicans (NAC’s) e
representando uma ameaca emergente (SILVA, 2011; DEORUKHKAR, 2014).

Por muito tempo hipotenizou-se que a dominancia da espécie C. albicans em
relacdo as NAC’s se devia pela sua capacidade de filamentacdo com hifas verdadeiras,
enquanto a maioria das espécies ndo-albicans apresentava apenas pseudohifas ou hifas com
menor capacidade invasiva (DEORUKHKAR, 2014). Contudo, estudos recentes
demonstraram que o aumento da filamentagdo em algumas espécies de Candida, como C.
tropicalis e C. parapsilosis ocasionou uma diminuicdo de sua patogenicidade, refutando o

aumento da filamentagéo em C. albicans como fator determinante em sua dominancia como
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agente etiolégico da candidiase (BANERJEE, 2019; KADOSH, 2020). Ademais, espécies
ndo-albicans demonstraram a producdo de fatores de viruléncia outrora caracteristicos da
espécie C. albicans, além de apresentarem uma reduzida susceptibilidade a antifungicos
comumente utilizados em tratamentos de candidiase, sendo a classe dos azolicos a mais
afetada (SILVA, 2011; DEORUKHKAR, 2014).

Mesmo em casos de candidemias, a prevaléncia de C. albicans vem reduzindo
com 0s anos e espécies emergentes vém se destacando principalmente no ambiente hospitalar.
A prevaléncia das NAC’s em casos de candidemia varia de acordo com a regido geografica,
como demonstrado na Figura 4, sendo C. glabrata a mais reportada em estudos do norte da
Europa e USA, enquanto na Espanha e no Brasil se destaca a espécie C. parapsilosis
(GUINEA, 2014). Outros fatores de risco como a idade, pacientes em unidades de tratamento
intensivo e higienizacéo do hospital podem afetar essa distribuicdo (GUINEA, 2014).

Dentre as cepas ndo-albicans emergentes, individuos da espécie Candida
parapsilosis vem atraindo a atengdo dos pesquisadores pela alta incidéncia em infeccGes
hospitalares, principalmente na América Latina (GUINEA 2014; TOTH 2019). Ademais,
diferencas na viruléncia, nos mecanismos reguladores e de resisténcia aos medicamentos
antifngicos e nos grupos de pacientes em risco, indicam que o vasto conhecimento acerca de

C. albicans ndo pode ser estendido em infecdes por C. parapsilosis (TOTH, 2019).

Figura 4: Proporcao das espécies de Candida mais relevantes em quadros de candidemia.
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Proporgao das espécies de Candida mais relevantes em estudos de populacionais que relatam quadros de
candidemia em diferentes paises.
Fonte: Guinea, (2014)

No Brasil, o complexo C. parapsilosis é responsavel por 15-30% das ocorréncias
de candidemias (COLOMBO et al., 2013), sendo uma ameaca emergente no ambiente
nosocomial, devido a fatores como sua capacidade colonizar dispositivos e materiais
protéticos, contaminacdo durante nutricdo parenteral, sofrerem alteragdes fenotipicas
formando pseudohifas, secrecdo de enzimas hidroliticas e principalmente, a formacdo de
biofilmes aderentes em dispositivos médicos (PRISTOV e GHANNOUM, 2019). Ademais,
espécies do complexo C. parapsilosis sdo as mais prevalentes em infecgbes superficiais e
sisttmicas em neonatos sob cuidados em unidades de tratamento intensivo, principalmente
aquelas em exposicdo a dispositivos invasivos, com predominio de ventilacdo assistida, além
de baixo peso e idade gestacional, como demonstrado na Figura 5 (GARZILLO et al., 2017).
A transmissdo do agente etiolgico ainda pode ocorrer horizontalmente devido a presenca de
cepas do complexo C. parapsilosis nas maos de profissionais de salde, que aliado a mas
praticas de biosseguranca, podem ocasionar infec¢des sistémicas em pacientes sem evidéncias
anteriores de colonizacdo (THOMAZ, et al. 2018).

Figura 5.: Candidiase cutanea congénita em neonato.
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Manifestacdes clinicas de candidiase cutanea congénita em neonato. (A) Erupcdo maculopapular; (B) Erupcédo
cutnea descamativa branco-amarelada em base eritematosa; (C) Descamagdo com erupcdo cutinea seca,
rachada e escamosa; (D) Placas branco-amareladas do corddo umbilical.

Fonte: Kaufman (2019).

Espécies do complexo C. parapsilosis compartilham de estratégias de
sobrevivéncia no hospedeiro em sua forma plancténica, sendo capazes de perdurar dentro de
fagdcitos e celulas endoteliais, realizando brotamento intracelular, formando pseudohifas e
exocitose induzida (TOTH, 2019). Em células endoteliais ainda apresentaram resisténcia a
acidificacdo e aos neutrofilos in vitro (GLASS, 2014). Contudo, sua principal ameaca se
encontra em seus biofilmes, onde o complexo C. parapsilosis apresenta o segundo lugar na
producdo deste fator de viruléncia dentre as espécies de Candida, com biofilmes in vitro ainda
mais resistentes a diversos antifingicos usuais no tratamento de candidemias (KUHN, et al.
2002; SILVA, et al. 2012). Sua preferéncia por aderir e formar biofilmes resistentes em
substratos como dispositivos médicos de administracdo intravenosa e até valvulas protéticas
podem levar a quadros clinicos ainda mais graves, como a endocardite fungica invasiva,
sendo as espécies do complexo C. parapsilosis as NAC’s os agentes fungicos mais comuns
nesses casos (GARZONI, 2007). A morbimortalidade em pacientes com endocardite fangica
de protese valvar (EPV) pode chegar a 57% principalmente em decorréncia das dificuldades
de tratamento, sendo a valvula mitral o sitio intracardiaco mais afetado (TAN et al., 2019;
IOANNOU et al., 2020g).

De modo geral, o controle da formacdo de biofilme é o principal desafio em
quadros de candidemias por cepas do complexo C. parapsilosis, tornando necessario o

aperfeicoamento de modelos experimentais para o estudo desse fator de viruléncia.

2.4 Diagnostico, tratamento e mecanismos de resisténcia

O diagnostico laboratorial de infeccGes causadas espécies do complexo C.
parapsilosis depende prioritariamente do sitio da infeccdo. Em casos de candidiase superficial
e mucocutaneas, é necessario realizar o exame direto para a observacdo de suas estruturas
morfoldgicas. Inicialmente, a levedura deve ser isolada, geralmente em meio Sabouraud
Dextrose Agar ou agar batata, a 35-37 °C durante 24-48 horas, podendo ainda ser cultivada
em um meio CHROMagar™ Candida e novamente incubadas a 35-37 °C durante 24-48 horas.
Apos o crescimento das colonias em meio cromogénico, € possivel diferenciar algumas

espécies patogénicas a partir do padrdo de coloracdo apresentado (LUND et al, 2010), sendo
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essa técnica utilizada para o isolamento primario e identificagdo presuntiva rapida de Candida
spp. Apesar de efetiva para diferenciar cepas de C. albicans (coloracdo esverdeada), C.
tropicalis (coloracdo azul) e C. glabrata (coloragdo rosa-escuro), as técnicas baseadas em
meio cromogénico ndo sdo capazes de distinguir as espécies do complexo C. parapsilosis,
onde o padrdo de coloracdo das 3 espécies se assemelham em uma variancia de col6nias
brancas e roxa (CORDEIRO et al., 2018). Técnicas como microcultivo em &gar fuba-tween
80, possibilitam a visualizacdo microscopica dos padrdes morfoldgicos de filamentacgéo,
sendo um recurso na identificacdo de espécies do complexo C. parapsilosis pela presenca
caracteristica das pseudohifas curvas e “células gigantes”, conforme demonstrado na Figura 6
(LUND et al, 2010). Para uma diferenciacdo mais precisa entre as espécies do complexo,
ainda é necessario o uso de técnicas moleculares (CORDEIRO et al., 2018). J4 em casos de
candidiase invasiva, 0 padrdo ouro € a cultura em locais normalmente estéreis acessados pela
aspiracdo por agulha, bidpsia ou em amostras de sangue (BARANTSEVICH &
BARANTSEVICH, 2022).

Figura 6.: Caracterizagcdo macroscépica e microscopica de cepas do complexo C. parapsilosis.
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Cepas do complexo C. parapsilosis em meio CHROMagar™ Candida, BD™ e microcultivo em agar fuba-tween

80. (A) Candida metapsilosis (colonias roxas); (B) Candida parapsilosis strictu sensu (colonias brancas); (C)
Microcultivo de C. parapsilosis, apresentando as “células gigantes” e aglomerado de pseudohifas.
Fonte: Centro Especializado em Micologia Médica (CEMM) e Silva et al., 2012.
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O tratamento para quadros clinicos de candidiase e principalmente candidemias
pode ser desafiador devido a limitacdo de antifingicos no mercado e seus elevados niveis de
toxicidade relacionados a proximidade metabolica entre o agente etioldgico e o hospedeiro.
As opcdes terapéuticas para candidiase invasiva estdo geralmente limitadas a trés classes de
antifungicos administrados sistemicamente, sendo eles: polienos, azdlicos e equinocandinas.
Contudo, devido a toxicidade dos polienos como a anfotericina B, as outras classes
apresentaram-se altamente eficazes e bem tolerados e, portanto, 0os mais amplamente
utilizados (TALAPKO, 2021; BARANTSEVICH & BARANTSEVICH, 2022).

O principal polieno utilizado em tratamento de infec¢fes por Candida spp. € a
anfotericina b. Essa importante classe de antiflngicos possui mecanismo de acdo baseado na
ligacdo ao ergosterol da membrana fangica, formando poros e rompendo a célula, sendo
assim, um antifungico com 6tima atividade fungicida (BASSETI et al, 2019). Porém,
isoladamente a anfotericina b apresenta elevada citotoxidade, sendo substituida por
formulagdes de anfotericina b ligada a lipidios, como anfotericina lipossomal b (L-AMB),
complexo lipidico de anfotericina b (ABLC) e dispersdo coloidal de anfotericina b (ABCD).
Apesar de sua eficacia, geralmente entram como farmacos de segunda linha nos tratamentos
de candidiase invasiva (BASSETI et al, 2019, TALAPKO, 2021).

Os azolicos possuem sua atividade antifingica baseada na inibicdo da 14-a-
esterol desmetilase, codificada pelo gene ERG11, que produz uma enzima envolvida na
biossintese do ergosterol, um importante esterol da membrana fungica (WHALEY et al, 2017,
BASSETI et al, 2019). Na maioria dos casos, sua resisténcia esta relacionada a mutacdes
pontuais no gene ERG11, diminuindo a susceptibilidade aos azo6licos em individuos com a
sequéncia de aminoacidos alterada. Ademais, a super-expressdo do gene ERG11 devido a
mutacdes em outros genes reguladores do mesmo, também podem levar a quadros de
resisténcia aos azoélicos. Outro mecanismo conhecido de resisténcia ao azolicos se deve a
super-expressdo de genes de bomba de efluxo, como os genes MDR1, CDR1 e CDR2,
atuando na remocdo do farmaco da célula e impedindo sua atividade (WHALEY et al, 2017;
BASSETI et al, 2019).

Por muito tempo os azélicos foram classificados como droga de primeira escolha
no tratamento de infec¢bes por Candida spp, sendo o fluconazol o principal representante em
casos de infeccOes invasivas e trazendo vantagens como toxicidade limitada e boa
administracdo oral (WHALEY et al, 2017). Contudo, muitas cepas nédo-albicans apresentam

resisténcia intrinseca ou adquirida aos azolicos, sendo esse um dos fatores determinantes na
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ascensdo desses agentes etiologicos, principalmente no estado de biofilmes maduros
(CAVALHEIRO e TEIXEIRA, 2018).

Devido a crescente resisténcia aos azolicos, medicamentos da classe das
equinocandinas se tornaram os principais farmacos de primeira escolha em cerca de 70-75%
dos casos de candidiase invasiva, tendo como representantes a casponfungina, micafungina e
anidulafungina. Sua desvantagem € a administracdo exclusivamente intravenosa
(BARANTSEVICH e BARANTSEVICH, 2022). Equinocandinas agem sobre a parede
celular do fungo, inibindo a sintese do (1,3)-B-d-glucano (BDG), um dos principais
componentes da parede celular fungica. Dessa forma, essa classe de farmacos pode apresentar
uma atividade fungicida sobre a maioria das espécies de Candida, incluindo biofilmes
resistentes a azolicos (KATRAGKOU et al., 2019).

Normalmente as espécies do complexo C. parapsilosis apresentam altas taxas de
susceptibilidade aos azolicos, embora os mecanismos de resisténcia apresentados possam se
manifestar em cepas resistentes ou dose dependente, sendo esses casos frequentes no
ambiente nosocomial (WHALEY et al, 2017). Porém, cepas do complexo C. parapsilosis
reiteradamente demonstram os valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) mais
elevados dentre as espécies de Candida (TOTH, 2019; BARANTSEVICH e
BARANTSEVICH, 2022). Diante desses desafios, torna-se necessario a realizagdo de testes
de sensibilidade aos antifingicos em casos de candidiase invasiva por cepas do C.

parapsilosis, de forma a direcionar para o tratamento mais adequado ao paciente.

2.5 Componentes naturais com potencial antifungico

Em reposta a crescente resisténcia aos antifingicos convencionais e o0 surgimento
de cepas de Candida multirresistentes, surge uma demanda por alternativas aos antifungicos
sintéticos no combate a microrganismos patogénicos. Dessa forma, substancias naturais com
potencial antimicrobiano vém tomando cada vez mais destaque como possiveis alternativas
terapéuticas (NAZZARO, 2017). Dentre esses produtos naturais, 0s 0leos essenciais vegetais
se sobressaem devido suas propriedades antimicrobianas eficazes e de baixa toxicidade. Esses
compostos sdo extratos liquidos volateis e lipofilicos, produzidos a partir do metabolismo
secundario das plantas como estratégia de sobrevivéncia contra estresse ambiental e
patogenos (ABERS et al., 2021).

Os 06leos essenciais sdo utilizados terapeuticamente de forma aromatica, topica ou

interna. Sendo o grande foco das pesquisas sobre 6leos essenciais concentrado na atividade
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antimicrobiana através do contato direto com a forma liquida do éleo (KOHLERT, 2000).
Dentre 0os componentes dos 6leos essenciais, os terpendides e os polifendis representam os
mais eficazes compostos antimicrobianos, apresentando atividade antibacteriana, fungicida e
também podem desempenhar papel adjuvante (ZACCHINO et al., 2017; SHABAN, 2020).
Ademais, a terapia combinada desses compostos com os antifungicos classicos tornou-se uma
area de interesse no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra fungos
multirresistentes e ainda reduzir a toxicidade dos medicamentos antifungicos (SHABAN,
2020), sendo capazes de erradicar até mesmo biofilmes maduros de Candida albicans
(GARCIA et al. 2021).

Presente em diferentes 6leos essenciais, o geraniol (3,7-dimetil-octatrieno-2,6-
dien-1-ol) é um composto de alcool monoterpénico aciclico que vem ganhando atencdo dos
pesquisadores pela sua eficacia tanto pela sua atividade antibacteriana (KANNAPPAN et al.,
2019), mas também por sua ampla atividade antifingica (GUPTA, 2021). Além disso, o
geraniol possui um potencial sinérgico com outros antimicrobianos utilizados clinicamente,
devido a sua capacidade de aderir aos lipidios da membrana celular do microrganismo,
tornando-a mais permeavel a entrada de outros farmacos combinados (LIRA et al., 2020).
Esse composto possui uma atividade anti-candida descrita em algumas espécies, tendo seu
mecanismo de acdo baseado na interferéncia sobre a sintese do ergosterol e pela a¢do sobre a
ATPase fungica, sendo esses fatores essenciais para a estabilidade da membrana plasmatica
fangica, proporcionando ao geraniol uma possivel propriedade fungicida (SHARMA, 2016).

Contudo, estudos acerca da atividade desse composto em biofilmes maduros de
cepas do complexo Candida parapsilosis ainda sdo escassos, principalmente em casos de
candidiase invasiva onde o tratamento precisa ser ponderado. Diante da busca por alternativas
terapéuticas, o presente estudo escolheu avaliar o potencial do geraniol na erradicacdo de
leveduras do complexo C. parapsilosis de diversas origens, em suas formas plancténicas e

biofilmes maduros.
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3. HIPOTESES
v" Geraniol apresenta atividade antifingica sobre células plancténicas e biofilmes de
cepas do complexo de espécies C. parapsilosis
v Geraniol apresenta sinergismo com os antifingicos anfotericina B, fluconazol e

caspofungina frente células planctonicas do complexo de espécies C. parapsilosis

4. OBJETIVO GERAL/ OBJETIVOS ESPECIFICOS
Objetivo Geral
O presente trabalho avaliou os efeitos in vitro do geraniol sobre a sensibilidade
do complexo de espécies C. parapsilosis, em sua forma plancténica e biofilmes formados,
além de sua interacdo com as principais classes de drogas antifungicas.
Objetivos Especificos
v Avaliar a sensibilidade planctonica entre as diferentes cepas do complexo Candida
parapsilosis ao geraniol e outros antifungicos (fluconazol, itraconazol, anfotericina
b, caspofungina);
v Avaliar o efeito do geraniol na atividade metabolica dos biofilmes formados das
espécies do complexo Candida parapsilosis;
v" Avaliar o efeito do geraniol na biomassa total dos biofilmes formados das espécies
do complexo Candida parapsilosis;
v Observar se ha diferenca entre as espécies do complexo Candida parapsilosis na
sensibilidade das formas plancténicas e biofilmes maduros ao geraniol,
v' Buscar possiveis interagdes in vitro entre o geraniol com antifingicos das principais
classes com aplicagdo terapéutica em infecgdes por cepas do complexo Candida

parapsilosis.

5.METODOLOGIA
5.1 Microorganismos
Foram utilizadas um total de 18 cepas do complexo C. parapsilosis, sendo 7 C.
parapsilosis strictu sensu, 6 C. metapsilosis e 5 C. orthopsilosis, de origens humana, animal e
ambiental, conforme representado na Tabela 2. As cepas pertencem a micoteca do Centro
Especializado em Micologia Médica (CEMM), da Universidade Federal do Ceara e
encontravam-se estocadas em solugédo salina a 4 °C. As cepas foram cultivadas em caldo

peptona dextrose com extrato de levedura (YEPD) a 35 °C por 48 horas e mantidas em agar
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batata dextrose (BDA) a 25 °C. Para a confirmagdo da pureza das cepas, foram analisados
aspectos morfologicos em meio CHROMagar Candida® (HiCrome Candida Differential
Agar; HiMedia Laboratories, india) e os aspectos microscopicos foram observados por
microcultivo em agar fuba-tween 80. Todas as cepas foram previamente identificadas pela
técnica de PCR, tendo como alvo o gene SADH (5'-GTTGATGCTTTGGATTGT-3'), com
enzima de (New England Biolabs, EUA) e primers S1F (5'-
GTTGATGCTGTTGGATTGT-3) e SIR (5 '-CAATGCCAAATCTCCCAA-3)
(CORDEIRO et al., 2018; CASTELO-BRANCO et al., 2021; SIDRIM et al., 2021).

restricdo Banl

Tabela 2: Micoteca de isolados do complexo Candida parapsilosis do Centro Especializado em Micologia

Médica (CEMM) utilizadas no estudo, com sua respectiva origem e coloragdo em meio cromogeénico.

Cddigo da Cepa Espécie Origem Sitio de Isolamento CHORMagar
3H C. parapsilosis strictu sensu  Veterinaria Pele/Anuro Branca
7H C. parapsilosis strictu sensu  Veterinaria Cavidade Oral/lguana Branca
32H C. parapsilosis strictu sensu  Veterinaria Cavidade Oral/Anuro Branca

CEMM 01-1-196 C. parapsilosis strictu sensu  Veterinaria Conjuntiva ocular /Equino Roxa

CEMM 01-1-186 C. parapsilosis strictu sensu  Veterinaria Cloaca/Papagaio verde Branca

CEMM 01-1-214 C. parapsilosis strictu sensu  Veterinaria Boca/morcego Branca

9 C. parapsilosis strictu sensu  Ambiental Solo Branca
13H C. metapsilosis Veterinaria Cavidade Oral/Cobra Roxa

CEMM 01-1-208 C. metapsilosis Humana Aspirado brénquico Branca

CEMM 01-1-167 C. metapsilosis Humana Hemocultura Branca

CEMM 01-1-175 C. metapsilosis Indeterminada Indeterminada Branca

CEMM 01-1-199 C. metapsilosis Veterinaria Nasal /Equino Roxa

CEMM 05-1-054 C. metapsilosis Humana Clinica (n&o especificado) Roxa

CEMM 05-5-092 C. orthopsilosis Humana Hemocultura Roxa

CEMM 01-1-200 C. orthopsilosis Veterinaria Nasal /Equino Branca

CEMM 01-1-178 C. orthopsilosis Veterinaria Papo/Papagaio mangue Branca

CEMM 01-1-210 C. orthopsilosis Veterinéria Anal/ morcego Branca

CEMM 01-1-217 C. orthopsilosis Humana Pele Branca
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5.2 Sensibilidade planctonica e atividade fungicida

O teste de sensibilidade foi realizado com base no documento M27-Ed4 do
Clinical Laboratory Standard Institute - Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of
Yeast (CLSI, 2017). Os antifungicos foram testados nas concentracdes preconizadas pelo
CLSI, com intervalos que variaram de 0,125 a 64 pg ml* para FLC, 0,01625 a 8 ug ml para
CAS e de 0,03215 a 16 pug ml? para ITR e AMB. A faixa de concentracdo do geraniol
(Sigma-Aldrich Chemical Co.) utilizada foi de 4 a 1024 pg ml?t. Os indculos foram
preparados a partir de culturas das cepas do complexo C. parapsilosis previamente semeadas
em &gar batata dextrose (BDA) e incubadas por 48 horas a 35 °C. Para tanto, as, col6nias
foram suspensas em solucgdo salina estéril (0,9%) e a suspensdo obtida foi ajustada até atingir
a turbidez equivalente a 0,5 na escala de McFarland (equivalente a 1,5 x102 UFC ml?).
Posteriormente, a suspensao obtida foi diluida nas proporcdes 1:50 e 1:20 em meio RPMI
para obtencdo de um indculo apresentando concentracio final de 0,5 a 2,5 x 10° células/mL.
Aliquotas de 100 pL do indculo foram adicionadas as placas de cultura de 96 pocos fundo U
ja contendo 100 pL de RPMI-1640 suplementado com as drogas, distribuidas em dilui¢Ges
seriadas. Posteriormente, as placas foram incubadas a 35 °C por 48 horas. Para a AMB e
geraniol a concentracdo inibitéria minima (CIM) foi considerada como aquela capaz de inibir
100% do crescimento fungico. Ja para FLC, ITR e CAS, a CIM foi definida como a menor
concentracdo capaz de reduzir em 50% o crescimento flingico. Foi utilizado Candida
parapsilosis ATCC 22019 como controle de qualidade (BRILHANTE et al., 2018). Para
determinar a concentracdo fungicida minima (CFM) do geraniol, uma aliquota de 10 pL
baseada na CIM1oo € as demais acima de cada cepa foi retirada e cultivada em placas contendo
meio BDA a 35 °C por 48 horas. As coldnias foram contadas para determinar o nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC mL™) em cada concentracdo, sendo considerada a
concentracdo fungicida minima (CFM) a partir de placas que apresentassem < 1 coldnia ou
ndo apresentassem crescimento fangico (TAKAHAGI-NAKAIRA, 2009).

5.3 Formacéo de biofilmes e sensibilidade de biofilmes maduros in vitro
Para avaliacdo da capacidade de formagéo de biofilme dos isolados, as cepas foram
cultivadas em agar batata dextrose (BDA) e incubadas por 48h a 35°C. O indculo foi ajustado
para 1,0 na escala McFarland (equivalente a 3,0 x 108 UFC ml') em meio RPMI-1640.
Aliquotas de 200 pl foram transferidas para placas de poliestireno de 96 pogos de fundo

plano, em triplicata, que foram incubadas a 35 °C por 48 horas e depois lavadas com solucéo
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salina tamponada com fosfato (PBS) para remocdao de células ndo aderentes. Posteriormente,
os biofilmes foram fixados com 100 ul de metanol 100%. Em seguida, foram adicionadas
aliquotas de 100 pl de cristal violeta 0,3% por 20 min a 25 °C. Posteriormente, a solugédo
corante foi aspirada e 0s pocos foram lavados duas vezes com 200 pl de dgua destilada estéril
e foram adicionados 150 pl de &cido acético a 33% por 30s. Por fim, o volume foi transferido
para outra placa e lido em espectrofotometro a 540 nm para obtencdo dos valores de
densidade oOptica (DO). Os valores de corte (DOc) para o ensaio de formacdo de biofilme
foram definidos como trés desvios padrao acima da DO média do controle negativo. As cepas
foram classificadas como nao produtoras de biofilme (OD<ODc), produtoras fracas
(ODc<OD<2x0Dc), produtoras moderadas (2xODc<OD<4xODc) ou produtoras fortes
(OD>4x0Dc) (CORDEIRO et al., 2015)

Para determinar a suscetibilidade dos biofilmes maduros, as drogas foram diluidas em
RPMI-1640 e adicionados aos biofilmes maduros novamente formados conforme descrito
anteriormente, com concentracfes padronizadas para cada cepa, seguindo: CIM/4 (64-128 g
mL?), CIM/2 (128- 256 pug mL?), CIM (256-512 pug mL?), CIM2x (512-1024 pug mLY) e
CIM4x (1024-2048 pug mL™?). As placas foram novamente incubadas a 35°C por 48h. A
atividade metabolica dos biofilmes foi quantificada pelo ensaio de redu¢do com brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolio (MTT) e a densidade 6ptica (DO) foi lida em
espectrofotdmetro a 630 nm. . Para avaliar a biomassa, os biofilmes foram fixados com 100 pl
de metanol 100% e o teste com cristal violeta foi realizado conforme descrito anteriormente.
Por fim, o volume foi transferido para outra placa e a DO foi lida em espectrofotdmetro a 540
nm. Observou-se uma reducédo na atividade metabdlica e na biomassa a partir da DO média de
cada concentragcdo em comparacdo com o controle livre de droga. Todo o experimento de
suscetibilidade antifangica foi conduzido em duplicata. (BRILHANTE et al.,, 2018;
CASTELO-BRANCO et al., 2021).

5.4 Interagdo do geraniol com farmacos antifingicos
O teste de interacdo do geraniol com farmacos antifingicos foi realizado por
microdiluicdo em caldo utilizando a metodologia checkerboard (SINGH et al., 2019). Foi
escolhido 3 cepas de cada espécie e um antifungico de cada classe para os testes de interagéo,
sendo as combinagfes: geraniol + fluconazol, geraniol + anfotericina b e geraniol +
caspofungina. Inicialmente, 50 uL de RPMI-1640 foram distribuidos em uma placa de fundo

em U de 96 pocos. Na primeira coluna foi colocada uma aliquota de 50 uL do antifdngico
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classico, em concentragdo 8x maior que o padrdo (AMB: 128 pg ml*?; FLC: 512 pg ml-1;
CAS: 64 pg ml™t) e em seguida, diluido horizontalmente em faixa padronizada (AMB: 0,0313
a 16 ug ml-1; CAS: 0,01625 a 8 ug ml*; FLC: 0,125 a 64 ug ml™t). O geraniol foi diluido
verticalmente nas concentragdes de 16 a 1025 ug ml™* e em seguida, uma aliquota de 50 pL
foi adicionada as colunas da placa inicial, formando uma combinacdo de todas as
concentragfes da faixa. Posteriormente, col6nias foram suspensas em solucdo salina esteéril
(0,9%) e a suspensdo obtida foi ajustada até atingir a turbidez equivalente a 0,5 na escala de
McFarland (equivalente a 1,5 x 108 UFC ml™?). A suspensio obtida foi novamente diluida nas
proporcdes 1:50 e 1:20 em meio RPMI para obtengdo de um indculo, sendo adicionado
aliquotas de 100 pl do mesmo. O controle positivo livre de drogas e o controle negativo
(somente o meio de cultura) foram realizados na ultima coluna do quadro. A placa foi
incubada por 24-48h a 35°C e a leitura visual das concentracdes inibitérias minimas (CIMsgg
e ClMaoow) foi realizada em ambos os tempos. Para determinar se houve sinergismo foi
realizado o calculo do indice de concentracdo inibitéria fracionada (ICIF), sendo ICIF = CIFa
+ CIFs (Figura 7), onde CIFa é a CIM do antifingico classico em combinacdo divido pela
CIM da droga A isolada (controle), e CIFg é a CIM do geraniol em combinac&o/geraniol CIM
isolado. Combinagdes com ICIF < 0,5 sdo consideradas sinérgicas, enquanto aquelas com 1 >
ICIF > 0,5 sdo consideradas aditivas, aquelas com 1,0 < ICIF < 4 sao consideradas
indiferentes e aquelas com ICIF > 4 sdo classificadas como antagonicas (ODDS, 2003).

Figura 7: Célculo do indice de concentracao inibitéria fracionada (ICIF). Fonte: CEMM

CIMap CIMy.a
ICIF =CIFq+ClFg= —— + ———
CIM; CIMy

5.5 Andlise estatistica
Foram aplicados testes paramétricos para grupos de dados no qual foram
verificadas simetrias e variancias semelhantes. Na comparacéo entre esses grupos foi utilizado
o teste t de Student ou ANOVA, seguido do teste post hoc de Tukey para analise de dados
pareados. Para os grupos de dados em que foi verificada assimetria ou alta dispersao foram
utilizados o teste ndo paramétrico de Wilcoxon ou o teste de Friedman para dados pareados e

o teste de Kruskal-Wallis para dados néo pareados, ambos seguidos do teste post hoc de Dunn
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para comparacdo entre pares. Em todas as situagdes, o nivel madximo de significancia adotado
para conclusoes afirmativas foi de 95% (p <0,05).

6. RESULTADOS
6.1 Sensibilidade planctonica e atividade fungicida

A sensibilidade de cepas plancténicas (n = 18) ao geraniol e aos antifingicos
estd apresentada na Tabela 3. O geraniol apresentou atividade inibitdria frente as cepas do
complexo de espécies C. parapsilosis, com os valores de CIM1go variando de 256-512 pug ml-
! Para as drogas antifingicas, os valores de CIM variaram de <0,031 — 1,0 ug ml? para
anfotericina b, 0,25 — 4 pg mi-1 para fluconazol, <0,031 — 0,25 pug ml-1 para itraconazol e
0,125 - 1 pg ml? para caspofungina. Duas cepas de Candida metapsilosis foram sensivel
dose-dependente (CIMso 4 pug mlt) a FLC, uma Candida ortopsilosis foi sensivel dose-
dependente a FLC e ITC (respectivamente CIMso, 4 pug ml? e 0,25 ug mlt) e 7 cepas foram
sensivel dose dependente a AMB (respectivamente: 3 C. parapsilosis, 3 C. orthopsilosis e 1

C. metapsilosis)

Tabela 3.: Sensibilidade antifungica de células planctbnicas de espécies do complexo Candida parapsilosis em
comparagdo ao controle C. parapsilosis ATCC 22019, contra fluconazol (ClMsp), itraconazol (CIMsyp),
anfotericina b (CIM1q0), caspofungina (ClMsp) e geraniol (ClM1go).

Complexo Candida CIM (ug ml)
Darapsilosis n Fluconazol (n) Itraconazol (n) Anfotericinab (n) Caspofungina (n) Geraniol (n)
0.25(1) <0.031 (3) 0.062 (1) 0.5(1) 256 (3)
0.5(3) 0.031 (4) 0.125(1) 1(6) 512 (4)
C. parapsilosis strictu sensu 7 1(3) 0.25(1)
0.5(1)
1(3)°
0.5(1) <0.031 (2) 0.062(1) 0.125(2) 256 (3)
0.25 (1)
o 1(1) 0.031 (1) 0.5(1) 0.25(2) 512 (3)
C. metapsilosis 6 2(3) 0.062 (3) 0.125 (2) 0.5 (1)
4(2)%® 1(1)° 1(1)
0.062 (2)
1(2) 0.062 (2) 1(3)° 0.25(1) 256 (3)
o 2(2) 0.125 (2) 0.5 (4) 512 (2)
C. orthopsilosis 5 4 (1)5° 0.25 (1) 5°°
C. parapsilosis ATCC
22019 2 0.062 0.25 0.5 256

SDD, sensivel dose dependente; R, resistente; Pontos de interpretagdo da CIM: fluconazol: 2 s: sensivel, 4 8PP 8 R; itraconazol: <0.125 s,
0.25-0.5 SDPD_= | R; anfotericina b: 1P sensibilidade reduzida; caspofungina: <2 4 DD > 8 R,
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Ao comparar os valores de CIM entre as cepas do complexo, os isolados de C.
metapsilosis e C. orthopsilosis apresentaram valores de CIM mais elevados para azois, em
contraste com as cepas de C. parapsilosis strictu sensu, que apresentaram valores de CIM
mais elevados para anfotericina b e caspofungina. Em relacdo ao geraniol, as cepas de C.
orthopsilosis apresentaram 0s menores valores de CIM em comparagdo as demais especies.
Ao avaliar a concentracdo fungicida minima (CFM) de geraniol, é possivel observar menor (<
1 coldnia) ou auséncia de crescimento fingico no meio de cultivo. Em 5 cepas os valores de
CFM estéo de acordo com os valores da CIM, enquanto em 13 casos a CFM foi superior ao

CIM, conforme demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4.: Colecéo de cepas utilizadas no estudo, com suas respectivas origens e relagdo entre geraniol CIMg €

concentracdo fungicida minima (CFM), por cepa

Cepa Espécie Origem CIM_ CFM_ UFC .
(lgmlY)  (ugml?) (UFCmL™)
3H C. parapsilosis strictu sensu Veterinaria 512 >1024 4.5x 10°
7H C. parapsilosis strictu sensu Veterinaria 512 1024 0
32H C. parapsilosis strictu sensu Veterinaria 256 1024 0
CEMM 01-1-196  C. parapsilosis strictu sensu Veterinaria 512 >1024 -
CEMM 01-1-186  C. parapsilosis strictu sensu Veterinaria 256 512 0
CEMM 01-1-214  C. parapsilosis strictu sensu Veterinaria 512 >1024 3.6 x 10
9 C. parapsilosis strictu sensu Ambiental 256 1024 0
13H C. metapsilosis Veterinaria 512 512 0
CEMM 01-1-208 C. metapsilosis Humana 256 256 1.0 x 102
CEMM 01-1-167 C. metapsilosis Humana 256 256 0
CEMM 01-1-175 C. metapsilosis Indeterminada 512 512 0
CEMM 01-1-199  C. metapsilosis Veterinaria 512 512 0
CEMM 05-1-054 (. metaps”osis Humana 256 1024 0
CEMM 05-5-092 C. orthopsilosis Humana 256 >1024 -
CEMM 01-1-200 C. orthopsilosis Veterinaria 512 1024 0
CEMM 01-1-178 C. orthopsilosis Veterinaria 256 512 0
CEMM 01-1-210 C. orthopsilosis Veterinaria 256 512 0
CEMM 01-1-217  C. orthopsilosis Humana 256 1024 0

Nota: (-) representa que ndo foi possivel realizar a contagem de unidades formadoras de col6nias (>300 col6nias)

6.2 Formacao de biofilmes e sensibilidade de biofilmes maduros in vitro

Todas as cepas testadas foram capazes de formar biofilmes, sendo 15

classificadas como formadoras fortes, enquanto 3 cepas (sendo 2 C. orthopsilosis e 1 C.

parapsilosis strictu sensu) foram classificadas como formadoras moderadas.
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Ao avaliar o efeito do geraniol em biofilmes formados ap6s 48 horas, nos
valores de CIM (256-512 pg mi?t) foi possivel observar reducdo média da atividade
metabolica de 38,33% (+20,90%) e 30,69% (£ 17,37%) na biomassa total quando comparado
ao controle livre de drogas, avaliando em conjunto toda as cepas testadas (n =18). A reducéo
aumenta proporcionalmente a concentracdo utilizada da droga, com reducdes significativas (p
<0.05) nas concentragdes CIM (256-512 pg mL-1), CIM2x (512-1024 pg mL-1) e CIM4x
(1024-2048 pug mL-1), conforme observado na Figura 8.

Figura 8.: Atividade anti-biofilme do geraniol sobre cepas do complexo C. parapsilosis, em conjunto.
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Efeitos do geraniol na redugdo da atividade metabdlica (A) e da biomassa (B) em todos os 18 biofilmes maduros
agrupados do complexo C. parapsilosis, em média. Os valores foram padronizados seguindo os ranges baseados
no CIM de cada cepa, com range: CIM/4 (64-128 pug mL-1), CIM/2 (128- 256 ug mL-1), CIM (256-512 pug mL-
1), CIM2x (512-1024 pg mL-1) e CIM4x (1024-2048 pg mL-1). A atividade metabdlica do biofilme e a reducéo

da biomassa foram comparadas por ANOVA e poés-teste de Tukey. *Indica diferencas estatisticamente

significativas (p < 0,05) entre grupos expostos ao geraniol e controle de crescimento livre de drogas.
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Figura 9: Acédo do geraniol sobre a atividade metabodlica e biomassa de biofilmes, por espécie, do complexo C.

parapsilosis.
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Sensibilidade antifingica de biofilmes maduros de leveduras do complexo Candida parapsilosis (n = 18) ao

geraniol e seus efeitos na atividade metabdlica e reducdo de biomassa em concentragdes baseadas na MIC:
CIM/4 (64-128 pg mL-1), CIM/2 (128- 256 pg mL-1), CIM (256-512 pg mL-1), CIM2x (512-1024 pug mL-1) e
CIM4x (1024-2048 pg mL-1); Em ordem: (A) Candida parapsilosis strictu sensu (n = 7), (B) Candida

metapsilosis (n = 6) e (C) Candida orthopsilosis (n = 5). Os dados sdo expressos pela média dos valores de

absorvancia normalizados com o controlo de crescimento sem droga (p < 0,05). A atividade metabdlica do

biofilme e a reducdo da biomassa foram comparadas por ANOVA e pos-teste de Tukey. *Indica diferencas

estatisticamente significativas (p < 0,05) entre espécies do complexo C. parapsilosis. ** Indica diferengas

estatisticamente significativas (p = 0,0058), entre a atividade metabolica de C. orthopsilosis em comparagdo com

outras espécies do complexo, apresentando maiores valores de DO.
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Ao avaliar o efeito dos farmacos em biofilmes formados ap6s 48 horas entre as
espécies do complexo C. parapsilosis separadamente, o geraniol apresentou redugdo média,
da menor (CIM/4) para a maior concentracdo (CIM4x), de 34-62% da atividade metabolica e
de 17-57% da biomassa de biofilmes da espécie C. parapsilosis strictu sensu (n = 7), 8-56%
da atividade metabolica e 8-74% da biomassa do biofilme da espécie C. metapsilosis (n = 6) e
1-43% da atividade metabolica e 2-76% da biomassa do biofilme das espécies de C.
orthopsilosis (n = 5), conforme demonstra na Figura 7 anteriormente. Comparando os valores
de absorbancia (OD) da atividade metabolica e biomassa entre as espécies do complexo,
houve um pico de reducdo da atividade metabdlica na faixa de concentracdo de CIM entre as
espécies Candida parapsilosis strictu sensu e Candida metapsilosis, enquanto os biofilmes de
Candida orthopsilosis demonstraram menor sensibilidade a reducdo da atividade metabdlica
pelo geraniol (p = 0,0058). No entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre as espécies ao comparar os valores de absorbancia da biomassa em todas as
concentracgdes testadas.

6.3 Interacdo do geraniol com farmacos antifungicos

Ao comparar a interacdo entre as combinacGes de farmacos testadas com
geraniol pelos valores do ICIF (n = 9), foi possivel observar sinergismo (ICIF < 0,5) entre as
combinacGes de geraniol/anfotericina b em duas cepas, respectivamente da espécie C.
metapsilosis e C. orthopsilosis, enquanto uma Unica cepa da espécie C. metapsilosis
apresentou sinergismo (ICIF < 0,5) com a combinagdo geraniol/caspofungina apds 48 horas
de exposicdo, conforme demonstrado na Tabela 5. 55,6% das cepas testadas foram
parcialmente sinérgicas ou aditivos (ICIF: 0,5 - 1) a combinacdo anfotericina b/geraniol,
sendo capazes de reduzir drasticamente os valores de CIM do geraniol (16 - 512 pg ml™),
enquanto 22,2% apresentaram-se como indiferentes (ICIF: 1 - 4). Estes resultados sugerem
uma combinacdo potencial entre anfotericina b e geraniol contra células do complexo C.
parapsilosis. Ao observar as interacdes entre geraniol/casponfungina, apenas 1 individuo
apresentou sinergismo, enquanto os demais se dividiram entre parcialmente sinérgico ou
aditivo (44,5%) e indiferente (44,5%). Em relagdo ao fluconazol, ndo foi observado
sinergismo e a maioria dos individuos foi parcialmente sinérgico ou aditivo (66,7%),
enquanto o restante permaneceu classificado indiferente (33,3%), mesmo em cepas sensiveis
dose-dependentes. Porém, houve grande reducéo dos valores de CIMsp do fluconazol (0,125 -

4 ug ml) na inibicdo completa das células em combinagdo com o geraniol. Ao comparar 0s
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valores do ICIF ap6s 48h, ndo houve diferenca estatistica entre as combinagdes
farmacoldgicas testadas, 0 mesmo acontecendo ao comparar a diferenca entre os valores do
FICI apos 24h e 48h de exposicdo. Ndo foi detectado nenhum antagonismo dentre as

combinac0es teste realizadas.

Tabela 5: Concentracéo inibitéria minima (CIM) do geraniol combinado com os antiflngicos frente as espécies

do complexo Candida parapsilosis e suas respectivas interpretacdes baseados no calculo do ICIF.

Concentracao inibitéria minima (ug/ml)
Interpretacédo ICIF

Drogas isoladas Drogas Combinadas

Espécies GER AMB CAS FLC GER/AMB GER/CAS GER/FLC GER/AMB GER/CAS GER/FLC
Candida 512 1 0,5 1 256/0,031 256/0,031  256/0,125 ADT ADT ADT
parapsilosis 256 1 1 1 128/0,031 128/0,031  128/0,125 ADT ADT ADT
512 1 1 1 512/0,031 512/0,031  512/0,125 IND IND IND
Candida 512 1 0,125 4 32/0,062 256/0,031 128/2 SIN ADT ADT
metapsilosis 512 0,25 1 4 256/0,125 128/0,25 256/0,125 IND SIN ADT
512 05 01125 2 256/0,062  512/0,031 256/0,5 ADT IND ADT
Candida 256 1 0,5 2 32/0,25 256/0,031 128/1 SIN IND IND
orthopsilosis 512 1 0,5 4 16/0,5 512/0,031  512/0,125 ADT IND IND
512 1 0,5 2 256/0,031  256/0,031  256/0,125 ADT ADT ADT

AbreviacOes: geraniol (GER); anfotericina b (AMB); caspofungina (CAS); fluconazol (FLC); sinergismo (SIN); aditivo
(ADT); Indiferente (IND).

7. DISCUSSAO

A crescente resisténcia aos antifungicos classicos em cepas do complexo Candida
parapsilosis € uma ameaca emergente. Principalmente envolvendo resisténcia aos azoélicos,
além de elevados valores de CIM para equinocandinas, tendo o Brasil uma crescente
prevaléncia desses casos (YAMIN, 2022). Apesar deste estudo ndo apresentar nenhuma cepa
resistente aos antifungicos classicos testados, isolados sensiveis dose-dependente requerem
uma atencédo especial por sua sensibilidade reduzida e necessidade de ajuste na dosagem do
medicamento (WILLEMS, 2020), principalmente quanto a anfotericina b, pois mesmo que
raramente apresentem-se cepas resistentes, elevadas doses aumentam sua citotoxicidade
(CAROLUS, 2020). Com isso, muitos estudos exploram o potencial antimicrobiano de 6leos
como capim-limdo e geranio, principalmente em sua forma liquida e podendo apresentar
atividade antibiofilme sobre importantes fungos de relevancia clinica, como cepas de C.

albicans, tendo ambos 6leos o geraniol como principal componente constituinte, destacando
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esse potencial antifangico terpénico (KOHLERT et al., 2000; ABERS, 2021; GARCIA et al.,
2021). Estudos com geraniol isolado ja relatam atividades antimicrobianas, antioxidantes,
anti-inflamatorias, antitumorais e outras atividades biologicas, mas principalmente seu
potencial de diminuir a concentracdo inibitéria minima de outras drogas em interacdo (LIRA
et al., 2020; KIM, 2022).

Em todos os nossos isolados foi possivel determinar a CIM de geraniol capaz de
erradicar o crescimento de células planctonicas de espécies do complexo C. parapsilosis in
vitro na faixa de 256-512 pg ml™. Dentre os métodos de estudo de compostos farmacoldgicos,
0 método de microdiluicdo em caldo é amplamente utilizado por apresentar muitas vantagens
em relagdo a outros métodos devido a sua alta sensibilidade e maior precisdo e exatidao
(OSTROSKY et al., 2008) Comparando com outros estudos que utilizaram o mesmo método,
as espécies de Candida mostraram uma sensibilidade ao geraniol em uma faixa de >128 g
ml* (MIRON et al., 2021). Apesar de nossos achados apresentarem valores elevados de CIM,
elas ainda apresentaram boa atividade anti-candida isoladamente. A morte celular foi
confirmada pelo teste de atividade fungicida (CFM), sendo possivel observar um crescimento
< 1 col6nias ou auséncia de crescimento fungico em 14/18 isolados, enquanto apenas trés
cepas da espécie C. parapsilosis strictu sensu e uma espécie de Candida orthopsilosis
apresentaram crescimento superior a 1 col6nia, apos 48 horas de plaqueamento. O geraniol é
capaz de induzir a morte celular por mecanismos ja estudados, como comprometimento da
integridade da membrana e da célula (SHARMA, 2016). A morte celular causada pela acéo
do geraniol foi confirmada pela observacdo da integridade da membrana ser inversamente
proporcional a concentracdo do monoterpendide. Esse processo decorre da interacdo do
geraniol com os lipidios da membrana, causando extravasamento do contetdo intracelular.
Estudos também relataram morte celular induzida por mecanismo de apoptose em leveduras,
como em Saccharomyces cerevisiae. Observou-se que cepas mutantes com delecdo no gene
YCAL, responsavel pela via apoptética dependente de metacaspases, apresentaram maior
tolerancia ao geraniol (SCARIOT, 2021).

A formacdo de biofilmes resistentes é o maior desafio na busca por antimicrobianos, e
compostos com atividade anti-biofilme fornecem objetos de estudo promissores (MIRON et
al., 2021). Em particular, mesmo os microrganismos sensiveis que sdo erradicados pela acao
de farmacos na sua forma planctonica, podem apresentar resisténcia ao atingir o estado de
biofilme maduro (CORZO-LEON et al., 2021). No complexo C. parapsilosis, apenas uma

série de sequéncias semelhantes a aglutinina (Als) presentes nas pseudo-hifas, que juntamente
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com o gene ortélogo CaAls7, sdo responsaveis induzir fatores determinantes para a adesao
dos biofilmes do complexo C. parapsilosis a muitas superficies diferentes (BERTINI et al.,
2016; NAELE et al., 2018), ressaltando a importancia de compostos capazes de erradicar
essas estruturas. Nosso estudo demonstrou que mesmo em biofilmes maduros (ap6s 48h de
crescimento) de cepas do complexo C. parapsilosis, houve uma reducdo significativa na
atividade metabdlica e na biomassa dos biofilmes em todas as cepas sob a¢do do geraniol
isoladamente, podendo reduzir em média 38,33% (+20,90%) na atividade metabdlica e
30,69% (x17,37%) da biomassa na concentracdo CIM. Esta reducdo continua
progressivamente em concentracfes acima dos valores da CIM, podendo atingir a reducgéo de
até 62% da atividade metabolica e 76% na biomassa de biofilmes maduros (p < 0,05) na
maior concentracdo testada (CIM4x). Caracteristicas como atividade metabdlica e biomassa
aliadas a microscopia sdo fatores determinantes para o estudo de biofilmes maduros. Essas
condicdes podem afetar fatores essenciais como adesdo e expressdo génica, tornando
essencial a observagdo da atividade do composto no microrganismo (BRILHANTE et al.,
2018; KOT, 2020). Estes resultados confirmam uma potencial atividade anti-biofilme do
geraniol contra cepas do complexo Candida parapsilosis, tanto na reducdo da biomassa,
guanto na reducdo da atividade metabdlica. O potencial anti-biofilme também foi observado
em outras espécies de Candida (SINGH, 2019; GUPTA, 2021).

Apesar dos elevados valores na reducdo da atividade metabdlica, os biofilmes de C.
parapsilosis strictu sensu foram os mais resilientes ao geraniol, com reducdo de 17-57% da
biomassa total. Embora os biofilmes de C. parapsilosis strictu sensu sejam mais resistentes ao
geraniol e aos antifungicos, as cepas da espécie C. orthopsilosis foram significativamente
menos sensiveis a reducdo da atividade metabdlica pela acdo do geraniol (p = 0,0058) na
concentracdo de CIM, indicando um possivel mecanismo de resisténcia aos efeitos
fungistaticos do geraniol em biofilmes de C. orthopsilosis. Porém, o mesmo nédo foi
observado na reducdo da biomassa entre espécies. Apesar das diferencas entre as espécies
ainda serem discutidas, outros trabalhos observaram distin¢cbes entre a composicdo dos
biofilmes complexos de espécies, onde C. parapsilosis strictu sensu produziu biofilmes cada
vez mais espessos com composi¢do predominante de pseudohifas, enquanto individuos da
especie C. metapsilosis e C. orthopsilosis apresentaram biofilmes finos com predominio de
blastoconidios (BRILHANTE et al., 2018).

Ao avaliar as interagbes com outros antiflngicos, o geraniol apresentou sinergismo

guando combinado com a anfotericina b, sendo capaz de reduzir os valores de CIM da
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anfotericina b (0,031 — 1 ug mi™) e a CIM do geraniol (16 — 512 pug mlt), com apenas 22,2%
de sendo as amostras indiferentes a combinacdo AMB/GER. A interagdo de geraniol e
caspofungina mostrou-se um aditivo na maioria das cepas testadas, com apenas uma cepa da
espéecie C. metapsilosis apresentando sinergismo (ICIF = 0,5). Apesar de apresentar 44,5%
das cepas como aditivo e um Unico isolado sinérgico, o geraniol foi capaz de reduzir
consideravelmente a CIM da caspofungina (0,031 — 1 pug ml™), demonstrando potencial a ser
explorado em combinagdo com equinocandinas contra cepas do complexo C. parapsilosis.
Quanto a combinacdo geraniol e fluconazol, a maioria foi aditiva (66,7%), sendo que apenas
uma parcela menor foi caracterizada como indiferente em cepas do complexo Candida
parapsilosis. O sinergismo que leva a reducdo dos valores da CIM permite que concentracfes
mais baixas do medicamento se tornem eficazes nas terapias (KHAN, 2012). Em nosso
estudo, comparamos a interacdo do geraniol com um medicamento de cada classe de
antifungicos classicos. O fluconazol atua bloqueando a biossintese do ergosterol, enquanto a
caspofungina atua inibindo a sintese da parede celular. Contudo, a anfotericina b distingue-se
pela sua atividade fungicida, uma vez que o seu mecanismo de acdo consiste na ligacdo ao
ergosterol, seguida de perfuracdo e rompimento da membrana fungica (VAZQUEZ, 2003;
CAMPOQY e ADRIO, 2017). A perfuracdo da membrana promovida pela acdo da anfotericina
b leva a formacdo de poros na célula, que podem atuar como facilitadores para a entrada de
outras drogas (FERNANDES, 2020). Contudo, 0 mesmo mecanismo de desestabilizacdo da
membrana também €é observado no geraniol, devido a sua capacidade de aderir aos lipidios da
membrana celular do microrganismo e torna-la mais permeavel (LIRA et al., 2020). Com base
nessas evidéncias, acredita-se que o sinergismo da anfotericina b com o geraniol ocorreu
através de uma acdo conjunta na desestabilizacdo da membrana, uma vez que os valores de
CIM do geraniol e da anfotericina b foram significantemente reduzidos (até 32x menor),
causando ruptura celular em concentragdes mais baixas, e levando a sua atividade fungicida
contra cepas do complexo Candida parapsilosis. Além disso, a eficiente atividade fungicida
do geraniol e da anfotericina b contra isolados do complexo C. parapsilosis demonstra uma
combinacéo potencial na erradicacéo de leveduras do complexo in vitro.

J& o potencial sinérgico da combinagdo caspofungina/geraniol e aditivo da combinacéao
fluconazol/caspofungina também se demonstram de grande relevancia, reduzindo
significativamente os valores de CIM da caspofungina (0,031 — 1 pug ml) e do fluconazol
(0,125 - 1 pg mlt) em valores até 32x menores. A sinergia observada da combinagdo

caspofungina/geraniol também podem ter relagdo direta a combinagdo entre seus mecanismos
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de acdo, onde a caspofungina por ser uma equinocandina, atua inibindo a sintese do (1,3)-p-d-
glucano (BDG), um importante componente da parede celular fungica (KATRAGKOU et al.,
2019), enquanto o geraniol é capaz de desestabilizar a membrana e permitir a entrada de
outros farmacos (LIRA et al., 2020). Baseado nessas evidéncias, acredita-se que combinacdes
de caspofungina/geraniol potencialize uma atividade fungicida combinada com menores
valores de CIM pelo desequilibrio da célula fangica em suas estruturas essenciais. Esse
resultado ressalta a importancia de buscar por combinacdes sinergicas capazes de diminuir 0s
valores de CIM entre as cepas do complexo C. parapsilosis, visto que em comparacdo a
outras espécies de Candida, essas apresentam os maiores valores de CIM para equinocandinas
(BARANTSEVICH e BARANTSEVICH, 2022). Com um total de 27 testes de interacdo
farmacoldgica realizados entre o geraniol e outros antifingicos, dentre as cepas testadas do
complexo C. parapsilosis, 11,1% apresentaram-se sinérgicas e 51,7% aditivas, sendo apenas
33,3% indiferentes e nenhum antagonismo. Dessa forma, o geraniol apresentou-se como um
potencial composto a ser explorado em combina¢Ges com outros antiflngicos na erradicacdo

de células plancténicas do complexo C. parapsilosis.

8. CONCLUSAO

Por fim, estes resultados demonstram a eficacia da atividade antifingica do geraniol
contra cepas do complexo Candida parapsilosis in vitro, sendo capaz tanto de erradicar
células planctonicas, quanto reduzir consideravelmente a atividade metabolica e biomassa em
biofilmes formados. O potencial fungicida foi confirmado foi confirmado mesmo em cepas
dose-dependentes ou com sensibilidade reduzida a antifingicos classicos. Além disso, seu
sinergismo com a anfotericina b e caspofungina, aliado de sua atividade aditiva com
fluconazol podem ser estratégias promissoras a serem exploradas. Contudo, por tratar-se de
um estudo in vitro, torna-se necessario mais estudos para compreender 0S Seus possiveis

mecanismos de interacdo e aplicacOes terapéuticas.
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