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RESUMO

Infec¢des causadas por fungos tém ganhado destaque devido sua alta taxa de morbidade e
mortalidade. Estimativas de que 1 bilhao de individuos podem apresentar/conviver com alguma
infec¢ao fungica, onde estima-se causar a morte de 3,8 a 4 milhdes anualmente. A candidiase ¢ a
infec¢do fingica oportunista com maior prevaléncia no mundo, sendo causada por leveduras do
género Candida e apresentando alta prevaléncia de isolados clinicos resistentes aos antifungicos
convencionais, sendo primordial o desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas. Diante disso,
o reposicionamento de farmacos ¢ uma estratégia que visa utilizar medicamentos ja disponiveis
no mercado para fins diferentes de seu uso inicial, para o qual o haloperidol, um antipsicético de
primeira geragdo, tem demonstrado potencial no dmbito antimicrobiano. Nesta perspectiva o
presente estudo tem como finalidade avaliar a atividade do haloperidol, de forma isolada e
associada a antifungicos cléssicos, em cepas de clinicas de Candida spp. sensiveis e resistentes
ao fluconazol, e os possiveis mecanismos associados a sua a¢do antifungica. Foram realizados
testes de microdiluicdo em caldo para determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM),
como indicado no documento M27-A3 do CLSI, do haloperidol e antifingicos (anfotericina B,
itraconazol e fluconazol), juntamente com ensaios de checkerboard e o indice da concentracao
inibitoria fracionada, citometria de fluxo, avaliacio do dano ao DNA pelo ensaio do cometa,
ensaios de biofilme formado e em formacgdo e avaliacdo do biofilme por MEV. Os resultados
mostraram CIMs do haloperidol variando de 26,67 a 256 pg/mL. Acerca dos ensaios de
interacdo farmacologica, foram constatadas 18,75% e 31,25% de interacdes sinérgicas entre o
haloperidol e azolicos, fluconazol e itraconazol, respectivamente, e 12,5% de sinergismo com
anfotericina B. Os resultados também revelaram que o haloperidol induz a processos apoptdticos
em espécies de C. albicans e C. auris, causando dano e metilacdo ao DNA e induzindo expressao
de genes relacionados ao estresse oxidativo, corroborando para desregulagdao da homeostase,
causando danos severos e induzindo a morte celular. Os ensaios de biofilme mostraram uma
reducdo da viabilidade do biofilme formado em todas as espécies testadas, variando de 34,91% a
51,30% na concentracdo CIM das cepas. Comportamento semelhante foi observado no biofilme
em formacdo, onde a reducao de viabilidade variou de 38,99% a 51,32%. Assim, o haloperidol
tem grande potencial de acdo antiflingica e se destaca como uma promissora alternativa

terapéutica a ser mais estudada para futuros usos com a¢do anti-Candida.



Palavras-chave: Resisténcia; Antifungico; Reposicionamento de fairmaco; Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Fungal infections are particularly noteworthy due to their high morbidity and mortality rates.
Estimates suggest that 1 billion individuals may have or live with some type of fungal infection,
which is estimated to cause 3.8 to 4 million deaths annually. Candidiasis is the most prevalent
opportunistic fungal infection worldwide, caused by yeasts of the genus Candida and exhibiting
a high prevalence of clinical isolates resistant to conventional antifungals, making the
development of new therapies paramount. In this context, drug repositioning is a strategy that
aims to utilize medications already available on the market for purposes different from their
initial use, for which haloperidol, a first-generation antipsychotic, has demonstrated potential in
the antimicrobial field. From this perspective, the present study aims to evaluate the activity of
haloperidol, alone and in combination with classic antifungals, against fluconazole-sensitive and
fluconazole-resistant clinical strains of Candida spp., and the possible mechanisms associated
with its antifungal action. Broth microdilution tests were performed to determine the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC), as indicated in the Clinical & Laboratory Standards Institute
document M27-A3, for haloperidol and antifungals, along with checkerboard assays and the
fractional inhibitory concentration index, flow cytometry, DNA damage assessment by comet
assay, assays of formed and forming biofilms, and biofilm assessment by SEM. The results
showed MICs of haloperidol ranging from 26.67 to 256 pg/mL. Regarding drug interaction
assays, synergistic interactions were found between haloperidol and azoles, fluconazole and
itraconazole, respectively, and 12.5% synergism with amphotericin B. The results also revealed
that haloperidol induces apoptotic processes in C. albicans and C. auris species, causing DNA
damage and methylation and inducing the expression of genes related to oxidative stress,
contributing to homeostatic dysregulation, causing severe damage and inducing cell death.
Biofilm assays showed a reduction in the viability of the formed biofilm in all species tested,
ranging from 34.91% to 51.30% at the MIC concentration of the strains. Similar behavior was
observed in the forming biofilm, where the reduction in viability ranged from 38.99% to 51.32%.
Thus, haloperidol has great potential for antifungal action and stands out as a promising
therapeutic alternative that needs further scientific investigation for future uses with anti-Candida
action.

Keywords: Resistance; Antifungal; Drug Repositioning; Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

As infecgdes fungicas t€ém impactado a vida de bilhdes de pessoas, tornando-se um
grande problema de saude publica. Dentre os patdgenos de maior relevancia médica envolvidos
estdo Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Cryptococcus neoformans (REVIE et al., 2018;
HEUNG, 2020). Doengas causadas por fungos t€ém ganhado destaque devido sua alta taxa de
morbidade e mortalidade. Estimativas de que 1 bilhdo de individuos podem apresentar/conviver
com alguma infec¢do fungica, sendo aproximadamente mais de 150 milhdes de nivel
considerado grave, estudos apontam que 2,55 milhdes de mortes sdo atribuidas diretamente a
infec¢des fungicas por ano (Bongomin et al., 2017; Denning, 2024).

A OMS (2022) publicou um relatério no qual aponta a primeira lista de patdgenos
classificados como prioritarios fungicos, englobando um catalogo dos 19 fungos que representam
a maior ameacga a saude publica, divididos em grupos de risco critico, alto e médio, onde no
grupo de risco critico temos Cryptococcus neoformans, Candida auris, Aspergillus fumigatus e
Candida albicans e no de alto risco Candida tropicalis e Candida parapsilosis.

Na atualidade, a candidiase ¢ a infeccdo fungica oportunista com maior prevaléncia
no mundo, causada por leveduras do género Candida. Este género engloba mais de 200 espécies
de leveduras, onde Candida albicans ¢ a espécie mais frequentemente isolada em infec¢des
humanas, existindo mais de 20 espécies capazes de causar patologias no homem. Estas leveduras
sdo residentes comuns do trato intestinal de seres humanos, podendo também ser encontradas nas
mucosas, como a vaginal. Dificilmente sdo isoladas da pele integra, e quando ocorre pode ser
indicativo de uma proliferacdo anormal no intestino ou ligada a uma doenga de pele preexistente
(Arya; Naureen, 2025; Brunke et al., 2016; Fornari et al., 2016; Papon et al., 2013).

Devido a sua alta prevaléncia, quando comparado aos demais organismos flingicos
patogénicos ao homem, o género Candida se destaca sendo reconhecido como o mais
frequentemente isolado em amostras clinicas, principalmente de pacientes internados em
ambientes hospitalares, sendo responsabilizado por aproximadamente 750 mil casos de doencgas
invasivas anualmente (Bongomin et al., 2017; Neto-Junior et al., 2024). Dentre as espécies deste
género, de grande importincia médica e patoldgicas ao ser humano, a nivel global sdo: C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata (Nakaseomyces glabrata), C. krusei (Pichia
kudriavzeveii) e recentemente C. auris (Arendrup; Patterson, 2017; Cabrera-Guerrero et al, 2025;

Colombo et al, 2017).
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No Brasil, os casos de candidemias vem crescendo, foram reportadas taxas de 2,49
casos de candidemias a cada 1000 interna¢des, com aproximadamente 50% de mortalidade
(CONITEC, 2022; Colombo, et al., 2006). Dentre as espécies ndo-albicans mais frequentemente
isoladas temos: C. parapsilosis e C. tropicalis (Nucci, et al., 2013).

O género Candida dispde de diversos fatores de viruléncia, destacando-se: proteases e
lipases, hemolisinas, enzimas hidroliticas extracelulares, como fosfolipase e proteinase, altera¢ao
fenotipica e producdo de biofilmes, formados principalmente em ambiente hospitalar, em
cateteres e dispositivos protéticos, constituindo um importante fator de infecgdes disseminadas
por Candida, principalmente por tolerancia intrinseca e resisténcia a quase todos os antifingicos
em uso clinico, como os azolicos ¢ a anfotericina B (Cavalheiro; Teixeira, 2018; MBA; Nweze,
2020).

Associado a alta incidéncia dessas infecgdes, a resisténcia aos antifingicos se torna
uma preocupacao (Fisher et al., 2018), ja que o nimero de agentes antifingicos disponiveis no
mercado ¢ reduzido, quando comparado com antibacterianos (Chang et al., 2017; Cortés et al.,
2019). Segundo Firacative et al. (2021), os quadros de infecgdes fungicas sdo desafiantes, desde
obter o sucesso da terapia, tendo em vista que o tratamento pode ser mais demorado do que a de
infecgOes bacterianas.

Nesse contexto, o desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas antifiingicas que
apresentem eficacia ndo apenas em células planctonicas, mas também em biofilme, se torna
necessario. O reposicionamento de farmacos € uma estratégia que visa utilizar medicamentos ja
disponiveis no mercado para fins diferentes dos originais (Goémez-Gaviria et al., 2024;
Pushpakom et al., 2018). Nos ultimos anos, diversos estudos e publicacdes cientificas vém
abordando a temadtica de reposicionamento, onde a pesquisa por novas opg¢des terapéuticas
utilizando farmacos ja conhecidos, com outras indicagdes terapéuticas, ¢ uma proposta
interessante para o tratamento de espécies resistentes aos antimicrobianos (Andrade Neto et al.,
2019; Costa e Silva et al. 2017; da Silva et al., 2013; Duarte, 2020).

Viarios medicamentos antipsicoticos, como por exemplo clozapina, quetiapina,
risperidona, tém sido estudados com o objetivo de redireciond-los para tratamento frente a
microrganismos (Nehme et al., 2018). O haloperidol ¢ um farmaco pertencente a primeira
geracdo de antipsicoticos, pertencente a classe das butirofenonas. Seu mecanismo de acdo

acontece por meio de uma ligagdo de forca antagdnica aos receptores dopaminérgicos,
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especialmente D2, localizados na via mesolimbica e cortical, onde sua principal acdo ¢ de efeito
antipsicotico (Rang; Dale, 2016).

Yang et al. (2021) avaliaram derivados do haloperidol frente as cepas de Candida
spp. € de Cryptococcus spp. € como resultado, obtiveram concentragdo inibitdria minima (CIM)
para C. albicans maiores de 128 pg/mL, mas em C. parapsilosis e C. glabrata os valores
variaram de 32 a 128 pg/mL. J4 para cepas de Cryptococcus variou de 32 a 128 pg/mL.

Portanto, diante do exposto, vemos que o haloperidol é um potencial fArmaco a ser
estudado para fins de tratamento de infec¢des causadas por Candida spp., com promissora
atividade dentro do género. No entanto, poucos estudos publicados exploram essa atividade,
apesar de ser efetiva em baixas concentragdes, se faz necessario a avaliagdo por meio de
parametros que possam verificar sua acao frente os organismos mais resistentes e na formagao de
biofilmes, bem como seguranca de seu uso como droga antifingica, além da elucidacdao de seu
mecanismo de agdo, para que seja possivel seu planejamento como formulagdo para tratamento e

insercao no mercado.
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2. Referencial tedrico

2.1 Fungos e seu potencial patogénico ao homem

A nivel ambiental, os fungos atuam como um importante componente bidtico dos
ecossistemas, desempenhando como fungdes a fixagdo de nutrientes e minerais, reguladores de
ecossistemas na prote¢do contra estresses ambientais € inibindo a disseminag¢do de outros
microrganismos prejudiciais (atuando no controle de pragas e doengas), desempenha papel
importante na regulagdo da dinamica dos processos fisioldgicos no ambiente do solo, além de
serem considerados saprofitas e atuarem na decomposigdo e transformacao da matéria organica,
disponibilizando no solo substancias fundamentais para o desenvolvimento de outros
organismos, além de melhorar aspectos fisicos do solo (Frac et al., 2018; Perotto et al., 2013).

O papel do fungo ndo ¢ limitado ao meio ambiente, o ser humano também conseguiu
desenvolver tecnologias e métodos para utilizar os beneficios desses organismos no dia a dia,
podendo serem consumidos diretamente ou serem utilizados como aditivos na fabricagcdo e
processamento de alimentos, na produ¢do de produtos alimenticios especificos (paes, bolos,
bebidas lacteas e cervejas) (Pouris et al., 2024). A industria de biotecnologia de alimentos faz o
uso consideravel de fungos, como cogumelos, leveduras para fermentagdo e fungos filamentosos,
esses alimentos possuem alto valor nutricional (Singh et al., 2020).

E vélido ressaltar a importancia dos fungos em diversas searas, ndo servindo apenas
como fonte de alimento, mas com importante papel em diversas aplica¢des de valor agregado,
como por exemplo na obtengdo de proteases, amilases, invertase, acido citrico, acido gluconico,
proteinas inativadoras de ribossomos, vitaminas, pigmentos e outros (Bolognesi et al., 2016;
Porro; Branduardi, 2017; Singh et al., 2020).

A capacidade de habitar diferentes ambientes demonstra como o modo de vida desses
microrganismos ¢ bastante diversificado, desempenhando varias formas de relacdes ecoldgicas
importantes, interagindo com outros organismos € modo a trazer beneficios a ambos
(mutualismo); bem como essa interagdo pode ocasionar apenas beneficios proprios e prejuizos ao
organismo parasitado (parasitismo); ou quando a resultante desta interacdo ndo gera nenhum
dano ao organismo associado, retirando dele apenas recursos benéficos ao fungo (comensalismo)
(Bahram; Maherali; Klironomos, 2007; Netherway, 2022). Além de organismos vivos, os fungos

conseguem habitar perfeitamente o solo, possuindo alta plasticidade e, com isso, conseguem
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sobreviver e se adaptar mesmo em condigdes adversas ou desfavoraveis (Fricker et al., 2017; Sun
et al., 2005).

Os organismos fungicos pertencem ao dominio Eukarya, este tem um ancestral em
comum com os animais, reino Fungi, estima-se que possui em torno de cinco milhdes de
espécies, onde até entdo 120 mil foram identificadas, sdo organismos ubiquos, os quais podem
habitar ecossistemas terrestres, aquaticos (englobando rios e lagos e/ou marinhos) (Liicking et
al., 2020; Tortora; Funke ; Case, 2016).

A interagdo fingica com o ser humano pode culminar em patologias, evento
associado principalmente a individuos com comprometimento da sua imunidade ou condi¢do de
risco o qual estd exposto, como exemplo imunossupressdo em individuos transplantados, pessoas
com HIV (nd3o tratadas), pacientes internados em unidade de terapia intensiva (UTI) e
hospitalizados por longos periodos (Lockhart; Guarner, 2019; Zhou et al., 2020).

Logo, ¢ possivel verificar a participacdo de diversas variaveis que influenciam no
aumento das infecg¢des flingicas, os tratamentos médicos em determinadas comorbidades podem,
por outro lado, favorecer uma redu¢do da imunidade do paciente, apesar do avanco alcangado
pelos tratamentos médicos, como exemplo os transplantes de medula e demais 6rgaos, tendo em
vista o uso de medicamentos para a imunossupressao, tratamento com quimioterapicos também
podem afetar o sistema imunologico, tornando esses pacientes mais vulneraveis e susceptiveis a
infec¢des fungicas graves (Firacative, 2020; Maertens, 2024; Maschmeyer, 2006).

O avango de técnicas e procedimentos tendem a melhorar a qualidade de vida das
pessoas, entretanto, em determinadas situacdes, tais avancos acabam sendo fatores responsaveis
o aumento na susceptibilidade de infec¢des flingicas invasivas nessa populagdo, uma vez que
tem se relacionado bastante fungos como agentes de infec¢cdes nosocomiais, visto o aumento de
isolados identificados desses agente, onde os principais acometidos s3o pacientes nao
imunocompetentes ou com fator de risco associado (Badiee; Hashemizadeh, 2014; Kohler et al.,

2017; Matta; Souza; Colombo, 2017).

2.2 Epidemiologia relacionada a infeccio fungica

Segundo Murray, Rosenthal e Pfaller (2017) os agentes patogénicos fingicos de alta

relevancia médica pertencem aos filos Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota e
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Deuteromycetes, este ultimo, por sua vez, encontram-se inseridos os fungos anamorficos. Na
clinica, os fungos descritos como relacionados a morbidade e mortalidade em humanos sdo
pertencentes aos géneros Candida spp., Cryptococcus spp. € Aspergillus spp., destacando-se o
primeiro por se tratar do mais isolado dentre esses, pesquisas indicam ser o quarto principal
agente causador de infec¢des na corrente sanguinea, com taxa de mortalidade variando de 50 a
70% (Diekema et al., 2012; Ghazi et al., 2019; Janbon et al., 2019; Pappas et al., 2018).

As infecgdes fungicas tém grande impacto ao redor do mundo, estimativas sobre esta
tematica apontam uma incidéncia anual de 6,55 milhdes de novos casos de infec¢des fungicas
invasivas, deste quantitativo aproximadamente 3,8 milhdes vem a obito, das quais 2,55 milhoes
sdo diretamente atribuidas a essas infecgdes, no entanto esse nimero pode ser ainda maior, uma
vez que a margem desta estimagdo varia de 30 a 90% (Denning, 2024).

A aspergilose invasiva ¢ uma das infec¢des mais incidentes, com mais de 2,1 milhdes
de pessoas afetadas por ano, ocorrendo principalmente em individuos com comorbidades graves
associadas, como: doenc¢a pulmonar obstrutiva cronica, pacientes em terapia intensiva, pacientes
com cancer de sangue ou pulmao, com alta taxa de mortalidade (85,2%). As infec¢des causadas
por Candida causam em torno de 1 milhdo de mortes anualmente, sendo a cada ano 1,57 milhdo
de novas infecgdes com uma taxa de mortalidade aproximada de 63,6% (Bongomin et al., 2017;
Denning, 2024).

Estudo avaliando as hospitalizagdes nos EUA relacionadas as infec¢des causada por
agentes fungicos por um periodo de 10 anos demonstrou que o microrganismo mais isolado foi
Candida spp., totalizando 26.750 mil internacdes, o que impactou nos gastos com saude,
aproximadamente 1,4 bilhdo de dolares (Benedict et al., 2019). No entanto, recentemente, as
estimativas atualizadas dos custos com as doengas fingicas sejam de US$ 19,4 bilhdes por ano
nos Estados Unidos, os maiores custos estdo relacionados aos cuidados médicos-hospitalares
(US$ 13,4 bilhdes), os demais custos incluem afastamento do trabalho (US$ 1,7 bilhdo) e com

obitos (USS 4,3 bilhdes) (Benedict et al., 2025).

Na Europa e nos Estados Unidos, as taxas de internagdes causadas por infecgdo
fingica causada por Candida foi de 0,2-1,87 e 0-2,4 a cada 1000 admissdes hospitalares,
respectivamente (Benedict et al., 2019). A nivel mundial a terceira causa mais comum de

infec¢des da corrente sanguinea sdo causadas por microrganismos do género Candida spp. De
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grande impacto, a candidiase invasiva tem sido responsavel por uma taxa de mortalidade de 40%
a 50% em unidades de terapia intensiva (UTIs) (Chen et al., 2021).

O Brasil estd entre os paises com maior nimero de casos relacionados as infecgoes
fingicas no mundo, Giacomazzi et al. (2019) revelou em seu estudo uma estimativa de que 3,8
milhdes de brasileiros possam estar acometidos por alguma doenga fungica grave, o que aumenta
a gravidade da situagdo ¢ a falta de dados epidemiolodgicos fidedignos.

Dados do estudo realizado por Damasceno et al. (2021) revelou a densidade de
mortalidade observada em diversos casos de infecgdes fingicas, especialmente nas regides Sul e
Sudeste do Brasil, sendo a paracoccidioidomicose a causa primaria de 6bito mais relatada, ja em
pacientes HIV positivos as micoses oportunistas foram as infecgdes fungicas mais frequentes
registradas (criptococose e histoplasmose).

No Brasil, os casos de candidemias vem crescendo, foram reportadas taxas de 2,49
casos de candidemias a cada 1000 internagdes, com aproximadamente 50% de mortalidade
(Colombo, et al., 2006; Conitec, 2022). Um recente estudo realizado no sul do pais apontou que
2,7 casos de candidemia para cada mil pacientes por dia , sendo 1,2 episédios em casos
relacionados a casos de internagdes, apesar do grande numero de espécies, cinco sao
responsaveis por causar cerca de 95% dos casos de candidiase invasiva: Candida albicans,
Candida glabrata, Candida tropicalis, complexo Candida parapsilosis e Candida krusei. Das
quais Candida albicans ¢ mais comum (Conitec, 2022).

Estudos sobre a incidéncia global de doengas fingicas sdo delicados, uma vez que o
levantamento de dados sobre a tematica sofre com falhas dos sistemas nacionais de vigilancia
regulares, principalmente pela auséncia de notificagdo obrigatoria de doengas fungicas, pelo
subdiagnostico na clinica fora de unidades especializadas, seguido do baixo desempenho dos
testes para diagndsticos e pelos poucos estudos relacionados publicados (Bongomin et al., 2017;
Denning, 2015). Logo, estratégias ¢ medidas voltadas ao combate desta problematica sdo

necessarias, desde o diagnostico até o tratamento mais eficaz.
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2.3 Infeccdes fungicas e género Candida spp.

Os fungos deste género sdo microrganismos os quais podem ser encontrados em
diversos ambientes (ubiquos), comensais ao ser humano, habitando sitios da regido de mucosa
(vulva vaginal em mulheres), no trato gastrointestinal, na uretra e no trato respiratorio (Ciurea et
al., 2020). Taxonomicamente, estes fungos pertencem ao reino Fungi, divisio Eumycota,
subdivisdo Deuteromycotina, classe Blastomycetes, familia Cryptocococcaceae e género
Candida (Giolo; Svidzinski, 2010).

Nos ultimos anos, € possivel perceber a preocupagdo com o aumento de infecgdes
fungicas, esses microrganismos sdo reconhecidos como agentes de infec¢des nosocomiais de
importancia médica, sendo o género Candida spp. responsavel pela maioria das infecgdes
fingicas invasivas (Matta; Souza; Colombo, 2017). Apesar disso, essa levedura pertence a
microbiota normal da pele e das mucosas, presente no trato gastrointestinal e geniturinario, no
entanto em situagdes que afetem o equilibrio da microbiota e estado imunoldgico do hospedeiro
a Candida spp. pode se tornar um agente infeccioso de alto risco (Davidson; Netea; Kullberg,
2018).

Apesar da ampla variedades de fungos, o género Candida spp.tem se destacado como
um dos principais agentes relacionados as infec¢des fingicas, despontando como as principais
causadoras de morbidade e mortalidade, responsaveis por mais de 26 mil hospitalizagdes
anualmente, gerando impacto nos gastos com saide em torno de 1,4 bilhdes de dolares
(Arendrup; Petterson, 2017; Benedict et al., 2019; Firacative, 2020). Estudos indicam que,
globalmente, existe um aumento dos casos de candidemia e candidiase invasiva, estima-se que os
numeros de infec¢des ficam entre 250.000 e 700.000 (Tsay et al., 2020).

O género Candida spp. tem sido responsavel pelo maior nimero de casos envolvendo
infecgdes fungicas em humanos (Tabela 1). Ao observarmos a tabela, verificamos que as
espécies mais frequentemente associadas a infecgdes sdo também comensais, o qual estd
conectado ao oportunismo, principalmente, em pacientes com sistema imune fragilizados, em
especial individuos com HIV/AIDS (K&hler et al., 2017; Tamo, 2020). Estudos recentes apontam
que, a cada ano, aproximadamente 1.565.000 pessoas sdo acometidas por infec¢do sanguinea por

Candida ou candidiase invasiva, deste quantitativo 995.000 vem a 6bitos (63,6%) (Denning,

2024).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/bloodstream-infection
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Tabela 1 - Espécies de Candida spp. Isoladas em ambientes clinicos e seus sitios

Espécies mais frequentes

Ecologia

C. albicans

C. glabrata
C. parapsilosis
C. tropicalis

C. krusei

Levedura comensal do trato digestivo, genital e
respiratorio, representa mais de 75% das leveduras
isoladas em humanos

Mucosa digestiva e urogenital
Pele
Solo, agua, trato digestivo, urinario e respiratorio

Comida (laticinios, cerveja)

Espécies menos comum

Ecologia

C. ducliniensis
C. guilliermondii
C. lusitanie

C. kefyr

C. lipolytica

C. ciferri

C. inconspicua
C. rugosa

C. famata

C. africana

Aves, trato digestivo

Pele

Ambiente, trato digestivo de animais

Alimentos, trato digestivo, trato respiratorio e urinario
Animais e plantas

Onicomicoses

Trato digestivo, ambiente hospitalar

Agua, comida (produtos lacteos)

Pele

Vagina

Fonte: Adaptado de Tamo, 2020.
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Em torno de 200 espécies compde o gé€nero em questdo, no entanto, apenas algumas

sdo relacionadas as infec¢des em humanos, onde cerca de 90% sao: C. albicans, C. glabrata, C.

krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis, e C. auris, esta ultima, apesar de recente, vem causando

grande preocupa¢do no meio académico, devido ter se demonstrado possuir sensibilidade

reduzida aos antifungicos disponiveis (Rhodes; Fisher, 2019; Borman; Johnson, 2021; Kdhler et

al., 2017; Pappas et al., 2015). Fungos pertencentes ao género Candida spp., como C. albicans,

C. tropicalis, C. parapsilosis, C. auris, e, at¢ pouco tempo, C. glabrata (Nakaseomyces

glabrata), C. krusei (Pichia kudriavzeveii) t€m um forte potencial patogénico e estdo comumente

associadas a como principal causa de infecgdes oportunistas em humanos, como podemos

observar na tabela 1 (Lopes; Lionakis, 2022; Wiederhold, 2021).



26

Quanto aos aspectos morfoldgicos de Candida spp., em algumas espécies, sio
pleomorficas, onde a forma leveduriforme como blastoconidio pode ser encontrada, bem como a
forma filamentosa (hifas verdadeiras e pseudohifa), essa capacidade de alternar, podendo assumir
distintas formas ao mesmo tempo esta associado a transi¢do entre a forma comensal e patdgena
(Figura 1) (Tsui; Kong; Jabra-Rizk, 2016).

Figura 1. Aspectos morfoldgicos de Candida spp

Fonte : Veses; Gow, 2009

Morfologias de células de Candida albicans (barra de escala representa 10 um) .(A) apresenta estrutura pseudohifal
ramificada com brotos laterais, (B) células de leveduriformes e (C) filamento pseudohifal altamente alongado. As
setas apontam para constri¢des nos septos.

O emergente patégeno do género Candida spp. (C. auris) tem sido um um fator
preocupante, principalmente, por ser caracterizado em infecg¢des invasivas, surtos em ambientes
de saude e resisténcia aos multiplos tratamentos antifungicos clinicos disponiveis (Lass-Florl;
Steixner, 2023; Parsons; Diekman, 2023). Atualmente, encontra-se na lista de patdgenos
fangicos prioritdrios, juntamente com a C. albicans no grupo critico, reafirmando sua

importancia clinica (OMS, 2022).
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2.4 Fatores de viruléncia relacionadas a levedura Candida

O género Candida possui importantes mecanismos para que 0 microrganismo possa
vencer as adversidades ambientais, o que auxilia em sua capacidade de sobreviver e se adaptar as
diferentes condigdes do ambiente o qual se encontra. Com isso, esses microrganismos sao
capazes de exercer fun¢des primordiais para seu estabelecimento em locais diversos, resistindo
as variagdes do clima e temperatura, meios para aquisicdo dos nutrientes essenciais, conferir
resisténcia para instalacdo da infecgdo frente ao sistema imune do seu hospedeiro e resistir aos
tratamentos com antifungicos (Kohler et al., 2017).

Este género dispde de diversos fatores de viruléncia, destacando-se: proteases e
lipases, hemolisinas, enzimas hidroliticas extracelulares, como fosfolipase e proteinase, alteragao
fenotipica e producdo de biofilmes, formados principalmente em ambiente hospitalar, em
cateteres e dispositivos protéticos, constituindo um importante fator de infecgdes disseminadas
por Candida, principalmente por tolerancia intrinseca e resisténcia a quase todos os antifingicos
em uso clinico, como os azolicos ¢ a anfotericina B (Cavalheiro; Teixeira, 2018; MBA; Nweze,
2020).

A instalagdo, manutencdo e disseminagdo no hospedeiro sdao favorecidos e
contribuidos pelos fatores de viruléncias do microrganismo, dentre eles podemos citar: a adesdo
do patogeno aos tecidos, o dimorfismo, a secre¢do de enzimas, a regulacdo do pH que circunda o
organismo, a adaptacdo metabdlica e a formagao de biofilmes. (Mayer; Wilson; Hube, 2013).

Um fator de viruléncia importante dos microrganismos fingicos ¢ sua capacidade de
formar biofilmes, tanto em superficies abiodticas, como biodticas. Uma gama de materiais, como
cateteres, dentaduras e superficies de células mucosas sdo exemplos comuns vistas na clinica. O
processo de formagdo dos biofilmes ocorre de modo sequencial que inclui a adesdo de células de
levedura ao substrato, crescimento e proliferacao das células de levedura, a formagao de hifas na
parte superior do biofilme, o acuimulo de material da matriz extracelular e, por fim, ocorre a
dispersao das células de do complexo do biofilme (Figura 2). O biofilme j4 maduro possui maior
resisténcia as adversidades e a acdo de agentes antimicrobianos e fatores imunolégicos do
hospedeiro, quando comparadas as células planctonicas (Hube, 2013; Wang et al., 2024; Mayer;
Wilson).

Figura 2. Etapas de formagao de biofilme de Candida
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Superficie abidtica Hifas e pseudohifas
C..KJ_NQR)( (= Te
S
Estabelecimento/
Adesio Proliferacédo

Formacgdo de microcolénicas

+Alta densidade celular
*Metabolismo heterogéneo
*Elevada toreldncia e persisténcia Maturacio

Matriz extracelular

Biofilme maduro

Disperséo
(células leveduriformes sdo liberadas)

Fonte: Lohse et al (2017). Adaptado

A etapa de adesdo ¢ fundamental para a formagdo do biofilme. Neste processo
adesinas sdo utilizadas para promover a ligacdo a outras células, tanto epiteliais como a outras
c¢lulas microbianas circundantes, ou superficies abidticas. Uma vez aderidas, o desenvolvimento
do biofilme segue através de modificagdes a nivel morfoldgicos, incluindo o aumento do nlimero
de células e a produgdo de EPS (substincias poliméricas extracelulares), fundamentais para a
arquitetura final do biofilme. Os biofilmes formados dependem do EPS produzido, conferindo
uma estrutura tridimensional hidratada semelhante a um gel, nesta as células ficam parcialmente
imoveis. O EPS pode desempenhar diferentes fungdes, desde a defesa contra a fagocitose,
estrutura para integridade do biofilme e preven¢do da chegada de farmacos nas células
(Cavalheiro; Teixeira et al., 2018).

A formagdo de biofilmes de Candida spp. Pode ser compreendida em trés fases: a
fase inicial compreende as primeiras 6 horas, seguida da fase intermediaria (7-12 horas) e sua
fase madura (13-48 horas). Apds o contato inicial, seguida da adesdo das leveduras a superficie,

microcolonias sdo formadas na camada basal e camadas superiores serdo posteriormente
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formadas, com a presenca de hifas e producdo da matriz extracelular. (Ghannoum et al., 2015).
Com o biofilme maduro e estabelecido existe a possibilidade de disseminacdo de células
progénies do biofilme, as quais se desprendem migrando para outros pontos para formar mais
biofilme (Cavalheiro; Teixeira et al., 2018).

O biofilme funciona como uma comunidade coordenada de microrganismos, os quais
permanecem irreversivelmente aderidos a uma superficie, produzindo matriz extracelular. As
células presentes no biofilme podem apresentar de modo diferente, quando nio associadas ao
biofilmes em suas caracteristicas fisioldégicas e morfologicas, um exemplo ocorre na
metabolizacdo lenta ou ausente de moléculas de antimicrobianos, o que confere a esta
comunidade resisténcia aos tratamentos ¢ a adversidades externas (Cavalheiro; Teixeira, 2018;
Borghi et al., 2015).

Os biofilmes de C. albicans sao fortemente estruturados, contendo diferentes formas
de células: leveduriforme, pseudohifais e hifais protegidas por uma matriz extracelular que as
circunda. Na clinica, a formag¢do de biofilme em dispositivos médicos implantados: cateteres,
préteses articulares e marca-passos, os biofilmes de C. albicans também podem ser formados em
superficies do hospedeiro (Lohse et al., 2017).

Os biofilmes de Candida spp. podem agravar as infec¢des causadas, logo o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas no ambito clinico, bem como a procura de novas
solugdes, sejam elas isoladas ou em conjunto, possam ser utilizadas no combate do biofilme em

suas diferentes etapas de maturacao.

2.5 Resisténcia dos microrganismos ao tratamento com antifingicos

Os organismos vivos tém como processo natural e espontdneo a mutacdo do seu
material genético, por meio desse processo, a exposi¢do desses organismos a agentes
antimicrobianos vem a contribuir para selecdo de cepas resistentes, uma vez que a populagdo de
cepas sensiveis ¢ reduzida (Steenwyk; Rokas, 2018; Fiol; Mattos Filho; Groppo, 2000). As
mutacdes que tém como resultante a resisténcia antimicrobiana ocorrem alterando a acdo do
farmaco, o qual envolve mecanismos que impedem a acao da molécula frente ao microrganismo,

como exemplo: ativagdo de mecanismos de efluxo (com isso retirando o agente nocivo);
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alteracdo do alvo antimicrobiano, reduz a relacdo de afinidade, diminuindo sua absorcao
(Munita; Arias, 2016).

O perfil de resisténcia pode ser identificado quando as concentragdes ja preconizadas
de uso nos tratamentos nao sao mais efetivas no combate da infec¢ao, ou quando seu efeito €
alcancado ao elevar a dose de concentragdo, sendo especifica para determinadas resisténcias, mas
ainda sem efetividade clinica comprovada (Pfaller, 2012).

A resisténcia impacta alterando os mecanismos, a nivel molecular e bioquimico,
envolvidos no processo de metabolizagdo, reduzindo a eficicia dos antimicrobianos
normalmente utilizados nos tratamentos de infec¢des fungicas e bacterianas, os principais
mecanismos conhecidos envolvidos sdo: as bombas de efluxo, enzimas que atuam na inativagao
e modificacdo das moléculas antimicrobianas, alteracdo da permeabilidade da membrana e
alteracdo no sitio de a¢do do farmaco (local de ligacdo da molécula antimicrobiana) (Elshobary
et al., 2025; Arzanlou; Chai; Venter, 2017).

Os fatores ligados ao desenvolvimento de resisténcia podem ter influéncias diversas,
como situagdes de estresse do ambiente; uso de moléculas antimicrobianas de maneira indevida
ou nao indicada (automedicacdo), provocando pressdo seletiva onde as cepas sensiveis sdao
eliminadas e as cepas resistentes sobrevivem; grande uso de moléculas antimicrobianas em
atividades agricolas e pecudrias no controle de pragas e manejo de animais; e a transferéncia de
cepas com perfil resistente que colonizam outros microrganismos (Uddin et al., 2021).

Estudos sobre a tematica de resisténcia aos antimicrobianos as classificam em trés
tipos distintos: adaptativa, adquirida e intrinseca, dentre elas, a adaptativa decorre do processo
evolutivo e adaptativo, em resposta aos estimulos do ambiente e tem carater transitorio; na
resisténcia adquirida o material genético (gene de resisténcia) é recebido de um outro organismo
doador resistente; a intrinseca ¢ mais ligada a uma caracteristica propria (fenotipica) do
microrganismo; (Arzanlou; Chai; Venter, 2017; Lee, 2018; Munita; Arias, 2016).

Apesar da plasticidade dos microrganismo e ocorrer de forma natural, a resisténcia
fungica ¢ uma preocupacao a nivel global, tendo em vista o0 aumento nas altas taxas de infec¢do e
morte causadas por microrganismos resistentes aos tratamento fungicos, o que também causa
impacto nos custos (Gupta; Datta, 2019). A resisténcia fingica € vista como um grande problema
de risco a saude, sendo uma realidade presente ao redor do mundo, diretamente relacionada a

ambientes hospitalares, gerando preocupagdo em toda a comunidade académica e clinica devido
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as altas taxas de morbidade e mortalidade, situagao se torna ainda mais problematica quando os
pacientes acometidos ja possuem comorbidades base que os fragilizam a este cenério (Bongomin
et al., 2017; Friedman; Schwartz, 2019).

Disponivel na clinica o tratamento de infeccdes fungicas tém se baseado
principalmente em apenas quatro classes de antiflingicos: os azois, as equinocandinas, 0s
polienos e o andlogo de pirimidina 5-flucitosina (Bongomin et al., 2017). Diversos estudos
apontam a preocupagdo com o crescimento da resisténcia aos antifungicos, em especial o
fluconazol (FLC), medicamento mais comum utilizado para tratamento de infecg¢des flingicas

(Wiederhold, 2022, Hui; Gifford; Rhodes, 2023) (Figura 3).

O surgimento de cepas resistentes ¢ um enorme problema ao sistema de satde, uma
vez que dificulta o tratamento das doengas ocasionadas por suas infecg¢des, destacando-se a

necessidade de buscar novas alternativas (Fang et al., 2023).

Figura 3. Mecanismos de resisténcia relacionados ao uso de azolicos
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Fonte: Fischer et al., (2022). Adaptado pelo autor

Na literatura € relatado que a principal resisténcia aos azo6is deve-se ao aumento do
efluxo do farmaco da célula fungica, em particular em espécies de Candida spp., seguida das

modifica¢des que ocorrem nas vias de biossintese de esterois, acredita-se que essas alteragdes
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sdo causadas por mutacdes pontuais e insercdes no promotor do CYP51A, como em Aspergillus
fumigatus. Em Cryptococcus neoformans, tem-se como mecanismo de resisténcia a
superexpressdo do alvo do farmaco e das bombas de efluxo, neste contexto causada por
aneuploidia cromossomica e hipermutagao (Fischer, 2022).

Com a crescente preocupacao da tematica sobre a resisténcia de medicamentos
antifingicos em todo o mundo, a OMS (2022) publicou um documento, contendo uma lista de
patogenos fungicos prioritarios, indicando 19 fungos os quais representam risco a saude publica,
dividido em trés grupos de prioridades: critico, alto e médio (Tabela 2). No grupo critico,
possuem duas espécies do género Candida de relevante importancia clinica, Candida albicans e
C. auris, esta ultima ¢ considerada uma espécie emergente, resistente a multiplos medicamentos

antifungicos (Rhodes; Fischer, 2019; WHO, 2025).

Tabela 2 - Lista de patdgenos prioritarios OMS 2022

Grupo de Prioridade Espécies
. Cryptococcus neoformans, Aspergilus famigatus, Candida albicans e
Critico . .
Candida auris
Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata), Agentes causadores de
Alto eumicetoma, Fusarium spp. (Resistente a vancomicina), Candida
parapsilosis, Histoplasma spp., Mucorales e Candida tropicalis
Scedosporium spp., Lomentospora prolificans, Coccidioides spp.,
Meédio Pichia kudriavzeveii (Candida krusei), Cryptococcus gattii,

Talaromyces marneei, Pneumocystis jirovecii, Paracoccidioides spp.

Fonte: OMS (2022). Adaptado pelo autor

A pesquisa de novas moléculas antimicrobianas ¢ fundamental e de alta prioridade,
especialmente visando o tratamento de infec¢des causadas por microrganismos resistentes, uma
vez que poucas moléculas, principalmente para infecgdes fungicas, foram aprovadas na ultima

década (TACCONELLI et al., 2018; OMS, 2025).

2.6 Avaliacdo do haloperidol como potencial agente antifungico frente a cepas de Candida

SPpP.



33

Um recente relatorio divulgado pela OMS (2025) aponta um preocupante dado
referente ao desenvolvimento de novas moléculas antifngicas, onde, na ultima década, foram
aprovados apenas quatro novos medicamentos antifliingicos por autoridades regulatorias dos
Estados Unidos, da Unido Europeia e da China.

A OMS (2022) ao abordar os patdgenos fingicos prioritarios, indicou que a letalidade
dos agentes fungicos mais mortais podem chegar a 88%, o que corrobora com a urgéncia em se
investir em pesquisa e desenvolvimento de novas moléculas. Recentemente, a OMS (2025)
divulgou que o desenvolvimento de medicamentos antifingicos (especialmente frente aos
patdégenos fungicos prioritarios) estd sendo realizado, predominantemente, por empresas

localizadas em paises de alta e média-alta renda (Figura 4).

Figura 4 - Distribui¢cdo geografica dos paises com pesquisas envolvendo moléculas antifingicas
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Fonte: OMS, 2025. Adaptado pelo autor.

Varios medicamentos antipsicOticos tém sido estudados com o objetivo de
redireciond-los para tratamento frente a microrganismos (Nehme et al., 2018). O haloperidol ¢
um medicamento antipsicotico de primeira geracdo, descoberto no final da década de 1950, tem
como finalidade de aplicagdo médica no controle de sintomas positivos da esquizofrenia

(alucinagdes e delirios), sindrome de Tourette e no tratamento de disturbios comportamentais em
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criancas (hiperatividade, dificuldade de atencdo, alteracdes do humor, agressividade e
impulsividade), onde estas aplicacdes foram aprovadas pela Food and Drug Administration
(FDA) (Rahman; Marwaha, 2023; Lopez-Muiioz; Alamo, 2009).

O haloperidol ¢ um farmaco pertencente a primeira geracdo de antipsicoticos,
pertencente a classe das butirofenonas de nomenclatura IUPAC
4-[4-(4-clorofenil)-4-hidroxipiperidin-1-il]-1-(4-fluorofenil)butan-1-ona. Seu mecanismo de ac¢ao
acontece por meio de uma ligagdo de forca antagénica aos receptores dopaminérgicos,
especialmente D2, localizados na via mesolimbica e cortical, onde sua principal acao ¢ de efeito
antipsicotico (Rang; Dale, 2015). O haloperidol possui em sua estrutura central de piperidina,
com substituintes hidroxila e p-clorofenila na posi¢do 4 e uma por¢ao de p-fluorobutirofenona, a
qual ¢ ligada ao nitrogénio. Como mecanismo de agdo, pode atuar como: antagonista
serotoninérgico, antagonista dopaminérgico, agente antidiscinesia e antiemético (Figura 5)

(NCBI, 2004).

Figura 5 - Estrutura quimica do haloperidol

OH

Fonte: Ji et al., 2020.

O haloperidol ¢ utilizado em diversos paises amplamente, com formulagdes diversas e
doses variando, normalmente, de 0,5 a 2 mg, onde pode ser prescrita de 0,05 a 0,075 mg/kg/dia.

Clinicamente, a concentragdo plasmatica de haloperidol sugerida pode variar de 4 pg/L até 25


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/piperidine
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/hydroxy
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/p-fluorobutyrophenone
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pg/L, no méximo, para se obter uma resposta terapéutica, a meia-vida plasmatica ¢ de 24 a 38
horas (eliminagdo terminal) quando administrada oralmente e de 21 a 36 horas apds a
administracao intramuscular (Rhama; Marwaha, 2023; Lopez-Muiioz; Alamo, 2009).

O trabalho de Ji et al. (2019) avaliou a atividade de compostos a partir da molécula do
haloperidol, ou seja, derivados do benzeno ciclano, onde frente a Candida albicans os CIM
variaram de 16 a > 128 pg/mL, para Candida glabrata de 2 a >128 ug/mL e Cryptococcus
neoformans de 2 a >128 pg/mL, no mesmo estudo a molécula inalterada do haloperidol
apresentou CIM variando de 2 a >128 pug/mL, em Candida albicans e C. parapsilosis > 128
ng/mL, C. glabrata e tropicalis 64 ng/mL e em Cryptococcus neoformans 32 pg/mL, no mesmo
estudo. Yang et al. (2021) avaliaram derivados do haloperidol frente a cepas de Candida spp. e
de Cryptococcus spp. e como resultado, obtiveram concentragdo inibitéria minima (CIM) para C.
albicans maiores de 128 pg/mL, mas em C. parapsilosis e C. glabrata os valores variaram de 32
a 128 pg/mL, ja para cepas de Cryptococcus variou de 32 a 128 ug/mL.

O bromperidol, derivado a partir da molécula do haloperidol (mudanga no grupo
cloro (Cl) para um Bromo (Br), tem apresentado resultados promissores de agdo antimicrobiana
(Zolotareva et al., 2025). Ramoén-Garcia et al. (2011), ao avaliar a atividade do bromperidol em
Mycobacterium tuberculosis, obteve um CIM de 64 g/mL, tendo atividade bactericida e quando
associada a espectinomicina atua sinergicamente na morte do microrganismo.

Uma pesquisa feita com bromperidol e seus derivados, quando associados a azodis de
relevancia clinica, podem atuar sinergicamente inibindo o crescimento flingico e reduzindo
efetivamente a quantidade necessaria de azois para alcancar a atividade antifungica equivalente
(Holbrook et al., 2017).

Portanto, diante do exposto, vemos que o haloperidol é um potencial fArmaco a ser
estudado para fins de tratamento de infec¢des causadas por Candida spp., com promissora
atividade dentro do género. No entanto, poucos estudos publicados exploram essa atividade,
apesar de ser efetiva em baixas concentragdes, se faz necessario a avaliagdo por meio de
parametros que possam verificar sua acao frente os organismos mais resistentes e na formagao de
biofilmes, bem como seguranca de seu uso como droga antifungica, além da elucidagdo de seu
mecanismo de agdo, para que seja possivel seu planejamento como formulagdo para tratamento e

inser¢ao no mercado.
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3. HIPOTESES

3.1 O haloperidol possui atividade antifingica, in vitro, em cepas de Candida spp. sensiveis e
resistentes ao fluconazol.

3.2 Ha sinergismo do haloperidol associado ao fluconazol, anfotericina B e itraconazol em cepas
de Candida spp. sensiveis e resistentes ao fluconazol.

3.3 O haloperidol apresenta atividade isolado e associado ao fluconazol, anfotericina B e
itraconazol em biofilme de Candida spp. resistentes ao fluconazol.

3.4 O haloperidol apresenta efeito preventivo na formacdao de biofilme de Candida spp.
resistentes ao fluconazol

3.5 O haloperidol age negativamente sobre a estrutura da célula fingica, auxiliando na agdo dos

antifingicos.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Investigar a acdo antifingica do haloperidol em cepas de Candida spp. sensiveis e resistentes ao

fluconazol, nas formas planctonicas e biofilme.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) do haloperidol, fluconazol,
anfotericina B e itraconazol em cepas de Candida spp. sensiveis e resistentes ao fluconazol.

4.2.2 Determinar o tipo de interacdo farmacologica in vitro do haloperidol com o fluconazol,
anfotericina B e itraconazol em cepas de Candida spp. sensiveis e resistentes ao fluconazol.

4.2.3 Investigar o possivel mecanismo de ac¢ao do haloperidol em cepas de Candida spp.
resistentes ao fluconazol.

4.2.4 Avaliar a agdo do haloperidol isolado em biofilme formado de Candida spp. resistentes ao
fluconazol.

4.2.5 Verificar o efeito inibitorio do haloperidol frente ao biofilme em formagao de Candida spp.
resistentes ao fluconazol.

4.2.6 Avaliar o efeito do haloperidol nas estruturas microscopicas do microrganismo por meio da

microscopia eletronica de varredura (MEV).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Obten¢ao dos microrganismos do estudo

Foram utilizadas treze cepas clinicas de Candida spp. (4 C. albicans, 4 C.
parapsilosis, 3 C. tropicalis, 2 C. glabrata). Além destas, utilizou-se C. auris 01256P obtida do
CDC B11903. Para fins de controle, duas cepas padrao foram empregadas nos testes: C.
parapsilosis (ATCC 22019) e C. krusei (ATCC 6258). Todos os isolados pertencem a micoteca
do Laboratdério de Bioprospec¢do de Moléculas Antimicrobianas da Universidade Federal do
Ceara (LABIMAN/UFC), os quais se encontravam armazenadas em meio caldo Sabouraud
dextrose (HiMedia, Mumbai, India) acrescido de glicerol (dindmica, Sao Paulo, Brasil) em
freezer a -22°C.

O procedimento de recuperagao foi realizado através da transferéncia de uma aliquota
de 100 puL. da amostra mae para 1000 pL de meio caldo Sabouraud dextrose, incubadas em
seguida por um periodo de 24 h a 35 £+ 2°C. Seguidamente, fazendo o uso de alga bacterioldgica,
aproximadamente 10 pL da suspensdo foi semeada em meio de cultura dgar batata dextrose
(HiMedia, Mumbai, India), novamente seguiu-se para incubacdo por 24 h a 35 £+ 2°C. Todos os
processos citados foram realizados seguindo normas de biosseguranga nivel 2 (DA SILVA et al.,

2013).

5.2 Ativos farmacos utilizados

Os farmacos: haloperidol, fluconazol, itraconazol e anfotericina B foram adquiridos
comercialmente da Sigma-Aldrich Co (Sigma-chemical, St. Louis, MO, USA). Para os ensaios, a
anfotericina B ¢ o itraconazol foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSQO) em concentragao

< 2,5%, enquanto o fluconazol e o haloperidol foram dissolvidos em agua destilada estéril.

5.3 Avaliacao da atividade antifungica - teste de sensibilidade

5.3.1 Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM)
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A atividade antifiingica do haloperidol frente a cepas de Candida spp. foi medida
utilizando a microdiluicdo em caldo preconizada pelo Clinical and Laboratory Standard Institute
(CLSI) (CLSI, 2008) para determinagdo da CIM. Para o inicio dos testes, as cepas foram
repicadas em meio agar batata dextrose e incubadas em estufa durante 24 h a 35 + 2°C para
garantir que estivessem na fase exponencial de crescimento. Os inoculos foram preparados
suspendendo os microrganismos em solucdo salina estéril (0,85%), obtendo-se turvacdes
semelhantes a escala 0,5 de McFarland (Probac do Brasil, Sdo Paulo, Brasil), referente a
concentragdo de 1,5 x 10° UFC/mL. Em seguida, foi realizada mais uma dilui¢io em
concentragdes de 0,5 a 2,5 x 10° UFC/mL em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)

1640 (pH 7,0) tamponado com acido morfolinopropanosulfonico (MOPS, Sigma-chemical).

Em placas de 96 pogos com fundo arredondado, foram adicionados 100 pL. de RPMI
1640 nos pocos das colunas 1 e de 3 a 12. Nos pogos da coluna 2, foram adicionados 200 pL das
drogas, neste momento a concentragdo encontra-se o dobro da concentracao inicial a ser testada,
as quais foram realizadas diluigdes seriadas na ordem 2 até os pocos da coluna 11. Terminada
esta etapa, foram adicionados 100 puL dos indculos diluidos aos pogos referentes as colunas 2 a
12. As colunas 1 e 12 foram utilizadas como controles negativo e positivo, respectivamente. As
placas foram incubadas em estufa bacteriologica por 24 h a 35 £ 2°C e sua leitura realizada

visualmente.

Por definicdo, a concentracdo inibitoria minima (CIM) das drogas ¢ tida como a
menor concentragdo a qual houve inibicao visual de 50% do crescimento do microrganismo, em
relagdo ao seu controle positivo. Os pontos de corte para os antifungicos foram observados de
acordo com o documento M27-S4 (CLSI, 2012), onde para que fossem constatada como cepas
resistentes ao fluconazol deve apresentar CIM > 8 pug/mL, com excecdo da C. glabrata, a qual ¢é
considerada resistente quando CIM > 64 pg/mL. Os testes foram realizados em triplicata, como
controle de qualidade dos antifiingicos utilizados no teste as cepas padrdes C. parapsilosis ATCC
22019 e C. krusei ATCC 6528. O haloperidol foi testado em uma faixa de concentragdo de 2 a

1.024 pg/mL, enquanto o fluconazol, itraconazol e anfotericina B na faixa de 0.0625 a 32 pg/mL.

5.4 Avaliacio da interacio entre haloperidol e antifungicos (técnica de checkerboard)
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O teste checkerboard foi realizado de acordo com Odds (2003) com base nos valores
de CIM de haloperidol, fluconazol, itraconazol e anfotericina B. As solu¢des foram preparadas
com concentragdes CIM;, de combinacdes das drogas, em que as concentracdes especificas das
drogas utilizadas foram com base no perfil de sensibilidade de cada isolado (L. J. Silva et al.,
2022).

A partir disso, foi calculado o Indice de Concentragdo Inibitéria Fracionada (ICIF),
segundo a classificacdo de Odds (2003), onde ICIF < 0,5 é considerado sinérgico (SIN), 0,5 <
ICIF < 4,0 € Indiferente (IND) e ICIF > 4 € antagbnico (ANT).

5.5 Ensaios para avaliacao dos possiveis mecanismos de acdo

5.5.1 Preparacao das células de levedura para tratamento com haloperidol

Os isolados C. albicans 3 e C. auris 01256P foram utilizados como representativos para
os ensaios devido a relevancia clinica e epidemiologica destas espécies. As células para
suspensdes foram coletadas durante a fase exponencial. As células foram centrifugadas (2.500
rpm por 5 min) e lavadas (3x) com solucdo salina 0.85%. Posteriormente, o concentrado celular
foi ressuspenso em RPMI tamponado com MOPS (Sigma-Chemical, MO, EUA) a uma
concentragdo de aproximadamente 10° células/mL. Em seguida, as células foram tratadas com
haloperidol (MIC), anfotericina B (4 pg/mL) e incubadas por 24 h a 35 + 2°C. Todos os testes
de citometria de fluxo foram realizados utilizando FACSCalibur citdmetro de fluxo (Becton

Dickinson, San Jose, CA, EUA) (Rocha da Silva et al., 2022; L. J. Silva et al., 2022).
5.5.2 Avaliacao da viabilidade celular

Para a avaliacdo da densidade celular, as células foram tratadas com iodeto de propidio
(IP), 2 mg/L, em 24 horas apds a exposicao a droga e a fluorescéncia analisada por citometria de
fluxo (FACSCalibur, Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA). Um total de 10.000 eventos foram
analisados por experimento, com restos celulares omitidos na andlise (Rocha da Silva et al.,

2022; Neto et al., 2014).

5.5.3 Determinacgdo do potencial mitocondrial transmembrana (4¥m)
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Apos a lavagem das células com phosphate-Buffered Saline (PBS), estas foram incubadas
com rodamina 123 (Rho) a 5 mg/L 37°C por 30 min na auséncia de luz. A reten¢do de Rho
determinou 4%¥m. Um total de 10.000 eventos foram investigados por experimento, com restos

celulares omitidos da analise (Rocha da Silva et al., 2022; L. J. Silva et al., 2022).

5.5.4 Investigacao do potencial apoptético do haloperidol

Os microrganismos tratados com as drogas foram centrifugados (1.600 g por 10 min a
4°C), em seguida as células foram digeridas com 2 mg/l de zimoliase (Seikagaku Corp.,
Abingdon, Reino Unido) em tampao fosfato de potassio (sorbitol 1 M, pH 6,0) por um periodo
de 2 h a 30 °C. Posteriormente, os protoplastos (c€lulas sem parede celular) foram corados com
Anexina V marcada com FITC e IP, utilizando o kit de detec¢ao de apoptose FITC-Anexina V
(Nexin Kit, Guava Technologies). Assim, as células foram lavadas com tampdo fosfato de
potassio e incubadas em tampao de ligacdo a anexina contendo FITC-Anexina V e PI durante 20
min, seguido de andlise. Um total de 10.000 eventos foram analisados por experimento € os

restos celulares foram omitidos da andlise (L. J. Silva et al., 2022).

5.5.5 Analise do ciclo celular apos exposicdo ao haloperidol

Primeiramente, foi realizada a fixacao das células com etanol a 70% em PBS, em
seguida foram lavadas duas vezes e ressuspensas em PBS contendo 40 pg ml™* de iodeto de
propidio e 100 pg ml™* de RNase a 37 °C por 30 min. A fluorescéncia emitida foi analisada

usando um citometro de fluxo (FACSCalibur, Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA). Cerca de
10.000 eventos foram analisados ( de Andrade Neto et al., 2018).

5.5.6 Analise dos dados dos ensaios de citometria de fluxo

As médias foram obtidas por meio de triplicata, em experimentos independentes. Os

dados foram comparados para verificagdo da ocorréncia de diferengas significativas entre as
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concentragcdes usadas, por meio de andlise de varidncia (ANOVA) seguidos pelo Turkey (p

<0,01), utilizando o programa Prism versdo 8.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

5.5.7 Investigacgdo da fragmentagdo do DNA

Visando a andlise da fragmentacdo do DNA, a técnica de marcagdo final de dUTP
mediada por desoxinucleotidil-transferase (TUNEL) foi realizada. Apods o tratamento, as células
foram fixadas em paraformaldeido de 7% a 35°. Sendo entdo impregnadas com 1% de Triton
X-100 por 10 min em gelo, seguidamente foram incubadas com a mistura de reagcdo TUNEL por
1 hora a 37 ° C. As células foram entdo examinadas usando um microscopio de fluorescéncia
(Olympus, Toquio, Japao). Duzentas células foram contadas por amostra para determinar a

porcentagem de células positivas (DE ANDRADE NETO et al., 2020).

5.5.8 Avaliacdo dos niveis de Ca®*

Mitocondrias (1 mg/mL) foram incubadas em tampao MSH, tampao misto (100 mM
KCl1/100 mM sacarose/5 mM Tris- HCI, pH 7,4) ou tampao KCI (150 mM KCI/5 mM Tris - HCI,
pH 7,4) sob agita¢do continua para evitar a anoxia. As etapas da anélise seguiram de acordo com
Ott et al., (2002). Os fluxos de Ca** através da membrana mitocondrial interna foram
monitorados utilizando um eletrodo sensivel a Ca?" (modelo 97-20, Orion Research, Beverly,

MA).

5.5.9 Avaliacdo do citocromo c apos exposigdo do farmaco

Mitocondrias foram isoladas de células de C. albicans e C. auris cultivadas até a fase
estacionaria, apoOs esta etapa, foram coletadas e ressuspensas em Extrato de levedura Peptona
Dextrose (YEPD), na auséncia ou presenca de Haloperidol por quatro horas. Todas as etapas do
experimento ocorreram de acordo com Ludovico et al. (2002) e a concentragdo de proteina foi

determinada pelo método de Lowry et al. (1951), com pequenas modificagdes.

5.5.10 Avaliagao do conteudo intracelular de glutationa reduzida (GSH)
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O conteudo de GSH foi determinado por um ensaio espectrofotométrico baseado na
formagdo de 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB) a partir de DTNB, de acordo com Cavalcante et al.
(2020). Em resumo, células tratadas (CIM) e ndo tratadas (1,5 x 10° células/ml) foram lavadas
com PBS gelado, ressuspensas em fosfato de sodio 0,1 M - EDTA 5 mM, pH 8§, e sonicadas para
obter o homogeneizado celular. Um volume igual de HC10, 2 M-EDTA 4 mM foi adicionado ao
extrato celular, as proteinas precipitadas foram centrifugadas a 8.000 g por 15 min a 4°C,
formando paletes.

O sobrenadante foi neutralizado com KOH 2 M, e o residuo insoluvel foi removido
por centrifugag@o, sob as mesmas condigdes. Para a determinagdo espectrofotométrica, 910 pl do
sobrenadante do extrato celular (ou de uma solu¢do padrio de GSH), no mesmo tampao
fosfato-EDTA, foram misturados a 50 pL de 4 mg/ml de NADPH em 0,5% (p/v) de NaHCO;, 20
uL de 6 U/mL de glutationa redutase (GR) em tampao fosfato-EDTA e 20 ul de 1,5 mg/mL de
DTNB em 0,5% de NaHCO;. O aumento da absorbancia foi medido a 412 nm. Os resultados
foram normalizados pelo conteudo de proteina e expressos como pg/mg de proteina (Cavalcanti

et al., 2020; Lowry et al., 1951).
5.5.11 Atividade da Metacaspase

Por meio do marcador in situ CaspACE FITC-VAD-fmk da Promega, foi possivel
medir a atividade da metacaspase de acordo com as instru¢des do fabricante. Inicialmente, 5 x
10° células de levedura foram coradas com 100 uM de FITC-VAD-fmk a temperatura ambiente,
no escuro, pelo tempo de 20 minutos. As células foram entdo lavadas e ressuspendidas em
tampao de solucdo salina tamponada de fosfato. Por fim, a analise FACS das células foi realizada

com excitagdo a 488 nm e emissao entre 525 ¢ 550 nm (Qi1 et al., 2003).

5.5.12 Avaliacdao dos Niveis Intracelulares Totais de ATP apds tratamento com Haloperidol

Apos ser realizado o tratamento das células e o periodo de incubagdo (a 35°C por 24
horas), os microtubos foram centrifugados por 5 min a 2.500 rpm. Com cuidado, o sobrenadante
de cada microtubo foi descartado e, em seguida, adicionou-se HCIO, a 5% gelado,

posteriormente levado a incubagdo por 30 min a 4 °C (para precipitacdo de proteinas). Em
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seguida, os microtubos foram centrifugados a 1.500 rpm por 10 min. Os sobrenadantes acidos
foram entdo coletados e armazenados a -80 °C para futura determinacao do contetido de ATP. Os
pellets celulares obtidos foram ressuspensos em NaOH 1 M (durante a noite, a 4 °C) e
armazenados a -20 °C até serem utilizados para a quantificacao de proteinas.

Para fins de determinagdo dos niveis intracelulares de ATP, solu¢des padrao de ATP
(0-16 uM) foram preparadas em HCIO, a 5% para a construgdo das curvas de calibragdo de ATP,
sendo armazenadas a -80 °C até o uso. Os padroes do sobrenadante acido foram neutralizados,
bem como as amostras, utilizando KHCO; 0,76 M gelado (1:1) e homogeneizados por vortex. Os
microtubos foram entdo centrifugados por 10 min a 13.000 rpm (4 °C). Em todas as etapas dos
procedimentos de prepara¢do das amostras e dos padrdes foram realizadas em gelo. Foi utilizada
placa de 96 pogos branca, e pipetados 75 pL dos sobrenadantes neutralizados das amostras ou
dos padroes em duplicata. Para leitura no leitor de placas, foram adicionados 75 pL da solugdo
de D-luciferina-luciferase (0,15 mM de luciferina e 3.000.000 unidades de luz de luciferase/mL
preparadas em uma solugdo tampao de pH 7,6,50 mM de glicina; 10 mM de MgSO,; 1 mM de
Trizma; 0,55 mM de EDTA e 1% de BSA). Logo apds a adi¢ao das amostras, a bioluminescéncia
foi imediatamente medida a 560 nm (28 °C) em um leitor de placas de maultiplos pogos
(PowerWave-X, BioTek Instruments, Vermont, EUA). Para controle positivo, a anfotericina B foi
utilizada. O contetido intracelular de ATP nas amostras foi normalizado pelo contetido proteico, e
utilizando o kit de ensaio de proteinas Bio-Rad DCTM, foi possivel quantificar (Costa et al.,

2024). O experimento foi realizado em triplicata.
5.8.13 Ensaio cometa alcalino para identificar dano ao DNA

Para investigar e avaliar danos ao DNA, as células foram centrifugadas, lavadas e
ressuspendidas em solu¢do tampao (sorbitol e KH,PO4), com aliquotas misturadas em agarose,
sendo espalhado em laminas e incubadas (20 min a 30 °C), desintegrando a parede celular da
levedura e obtendo esferoplastos. Para minimizar a atividade celular enzimatica, os
procedimentos seguintes foram realizados em sala fria (8 a 10 °C). Ap0s esse periodo, as laminas
foram incubadas (1 h) em solucao contendo NaOH, NaCl, lauril, sarcosina e EDTA, lavadas (3x -
20 min) e levadas para a eletroforese, sendo realizado a 0,5 V/cm por 20 min com 24 mA. Apos

isso, os géis foram neutralizados (solugdo Tris/HCI) e incubados em alcool etilico 76 e 96% por
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10 min cada (Collins, 2004; Miloshev et al., 2002). Finalmente, as laminas foram secas e coradas

com brometo de etidio (1 mg/mL) e visualizadas em microscéopio de fluorescéncia.

5.5.14 Avaliagdo da metilacdo causada pelo tratamento com haloperidol

O procedimento padrdo para este segue o ensaio do cometa alcalino ¢ seguido até a
etapa de lise do protocolo (Gryzinska et al., 2023). Apds o processo de lise, o procedimento
padrdo ¢ alterado para que assim possa permitir a determinagao do estado global de metilagao do
DNA. Logo, apos a etapa de lise, as laminas foram incubadas com McrBC (New England
Biolabs, 10.000 U/mL), uma endonuclease de restricdo, a qual é sensivel a metilagdo e gera
quebras adicionais em sitios que se encontram metilados. Apos esta etapa, foram realizadas a
lavagem das laminas por trés vezes com tampao de lavagem frio (50 mM NaCl, 10 mM
Tris-HCI, 10 mM MgCl., 1 mM DTT, pH 7,9) para remover os detritos celulares. Seguidamente,
foram adicionados 50 pl de tampdo de tratamento de controle (tampdo de lavagem (50 mM
NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl:, 1 mM DTT, pH 7,9) mais 100 pg/ml de BSA ¢ 1 mM de
GTP) e 50 pl de tampao especifico para metilacdo (tampao de tratamento de controle (50 mM
NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl., 1| mM DTT, pH 7,9, 100 pg/ml de BSA, 1 mM de GTP)
mais 0,035 U/ul de McrBC) foram adicionados.

Na préxima etapa, as laminas foram cobertas com laminulas e incubadas a 37 °C em
camara umida pré-aquecida por 105 minutos. Passado o tempo de incubagdo, as ldminas foram
mantidas em gelo por 10 minutos e, apds esse tempo, as laminulas foram removidas. As laminas
foram colocadas na cuba de eletroforese contendo uma solucao alcalina fria (300 mM NaOH, 1
mM EDTA, pH > 13) por 45 minutos, para permitir o desenrolamento do DNA a 4 °C. A
eletroforese foi realizada no mesmo meio a 20 V e 300 mA por 25 minutos. As etapas
subsequentes e as analises das laminas foram realizadas de acordo como descrito no protocolo

padrdo de cometa alcalino.

5.5.15 Isolamento de DNA e Determinacdo da Metilacao do DNA

As etapas desta andlise seguem de acordo com Gryzinska et al. (2023), com pequenas

modificagdes. O DNA foi isolado utilizando o kit NucleoSpin® Plant II (Macherey-Nagel), de
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acordo com o fabricante. para determinagdo do nivel total de metilagdo do DNA o um kit para
andlise quantitativa da metilacdo do DNA foi utilizado: o Imprint Methylated DNA
Quantification Kit (MDQ1) (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemanha).

O kit utilizado tem como limite de detec¢ao 5 ng de DNA totalmente metilado por
200 ng de quantidade total de DNA testada (2,5%). Para avaliar o nivel de DNA metilado em
células de C. auris e C. albicans expostas ao haloperidol (24 h) e em culturas controle, foram
utilizadas placas de 96 pogos. As amostras de DNA foram diluidas em solucao de ligagdo para
obter uma concentracdo final de 150 ng/puL. As amostras de DNA diluidas (30 pL) foram
transferidas para os pocos e incubadas a 37 °C por 1 h para ligagdo do DNA. Em seguida,
adicionou-se a solucdo de bloqueio e as amostras foram incubadas novamente a 37 °C por 30
min. Apos esse periodo, o DNA metilado foi capturado utilizando anticorpos de captura diluidos
e detectado pela ligacao aos anticorpos de detec¢do previamente diluidos.

Apo6s a adicdo da solugdo reveladora e incubagdo (10 min), adicionou-se a solugdo de
parada (a solucdo mudou de cor de azul para amarelo). Tanto um controle em branco quanto um
controle metilado (controle positivo) foram analisados juntamente com as amostras de DNA. A
absorbancia foi medida a 450 nm. O nivel global de metilacio do DNA foi estabelecido como o
nivel de metilagdo nas amostras em relagao ao controle metilado.

O nivel de metilacdo do DNA foi calculado de acordo com a seguinte equacao:

[(A450S - A450B) / (A450MC - A450B)] x 100

Onde:
A450S—absorbancia média da amostra;
A450B—absorbancia média do branco;

A450MC—absorbancia média do controle metilado.

5.5.16 Avaliacdao de sobrevivéncia de cepas mutantes de C. albicans

As cepas utilizadas no presente estudo estdo listadas na Tabela 3. Para realizag¢ao do

experimento, todas as cepas de C. albicans mutantes foram cultivadas a 30°C em meio YPD (1%

de extrato de levedura, 2% de peptona bacteriana, 2% de glicose) (Sherman, 1991). Para que
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fosse determinada a sobrevivéncia, células em fase exponencial de crescimento foram diluidas
em YPD (10* cé€lulas) e tratadas com os compostos do presente estudo e plaqueadas em agar
YPD para visualiza¢do das unidades formadoras de colonias. O HAL foi avaliado em uma faixa
de concentracao de 1 a 60 pg/mL durante 24 h e o H:0: (controle positivo) foi avaliado a 0,5
mM por 2 h. Posteriormente, as placas foram incubadas a 30°C por 24 h e a sobrevivéncia (%)
foi expressa em relagcdo ao controle de culturas nao tratadas. Cada experimento foi repetido pelo
menos trés vezes ¢ a ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Turkey, foi usada para calcular o

valor de p de significancia.

Tabela 3. Cepas mutantes utilizadas no estudo

Cepas Genotipo relevante Fonte

JC747 (WT) SN148 + CIp30 (URA3, HIS1, ARG4) da Silva Dantas et al., 2010
JC842 (caplA) capl::loxP-HISI-loxP/capl::loxP-ARG4-loxP, CIp20 (HIS1, URA3) da Silva Dantas et al., 2010
JC1317 (gpx3A) gpx3::loxP-HISI-loxP/gpx3::loxP-ARG4-loxP CIp20 (HISI, URA3) Patterson et al., 2013

Fonte: da Silva Dantas et al. (2010); Patterson et al. (2013).

5.5.17 Coleta de amostras e isolamento de RNA

A anélise seguiu a metodologia segundo Livak e Schmittgen (2001), com pequenas
modificacdes. As cepas foram cultivadas durante a noite em meio YPD a 30 °C, diluidas para
uma DO600 de 0,1 em meio YPD fresco e cultivadas até uma DO600 de 1,0, respectivamente.
Para cada cepa de estudo avaliada, uma amostra foi usada como controle e a outra foi tratada
com haloperidol (30 ug/mL para a cepa selvagem e 15 pg/mL para as cepas deficientes durante
24 h) ou H,0O, (0,5 mM; 30 min). Apos os tratamentos, as células foram coletadas por
centrifugacdo a 4500 rpm por 1 min. Os sobrenadantes foram removidos e as amostras foram
congeladas e armazenadas em nitrogénio liquido. Experimentos independentes em duplicata
foram conduzidos para cada amostra. Posteriormente, as células foram rompidas utilizando um
almofariz e um pildo esterilizados e congelados.

O RNA total foi extraido utilizando o reagente Trizol (Ambion®, Carlsbad, EUA),
em conformidade com as recomendacdes do fabricante. A pureza e a concentragdo do RNA
foram analisadas pelo espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.,

Wilmington, EUA). Para remog¢dao do DNA contaminante, 1 ug de RNA extraido foi tratado com
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DNase I (Turbo DNase Treatment and Removal Reagents - Invitrogen™, Carlsbad, EUA) e
transcrito em DNA complementar (cDNA) utilizando o kit SuperScript™ III First-Strand
Synthesis Super Mix para qRT-PCR com SYBR® Green (Invitrogen™, Carlsbad, EUA),
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Os primers especificos para cada gene
(Tabela 4) foram sintetizados pela Twist Bioscience (San Francisco, CA, EUA).

O cDNA transcrito foi amplificado para a quantificacdo relativa dos niveis de
expressdao dos genes Capl, GLR1, SOD2 e TRRI em relagdo a concentragdo do gene de
referéncia selecionado, o rRNA 18S. A PCR quantitativa em tempo real foi realizada utilizando o
kit Platinum® SYBR®Green PCR SuperMix-UDG (Applied Biosystems, Framingham, MA,
EUA) no aparelho StepOnePlus™ (Applied Biosystems, Framingham, MA, EUA). O método
2-DDCT foi utilizado para analisar as alteragdes relativas na expressdo génica a partir do

experimento de RT-qPCR quantitativa (Livak e Schmittgen, 2001).

Tabela 4 - Os primers utilizados neste estudo

Gene Primer sequence (57- 3%) Number of bases
(F) TCTTTCTTGATTTTGTGGGTGG 22
18S rRNA (R) TCGATAGTCCCTCTAAGAAGTG 22
(F) ACCGTGAAGGTAAAGAACG 19
Capl (R) GCTACCACCAGTATATTTAGCC 22
(F) GCTCATCTAAGTCATTGTGACC 22
GLRI1 (R) GCTGGACCAGAAGAAAAAGTTG 22
(F) AACTTGGCTCCTGTCTC 17
SOD2 (R) TATCACCATTGGCTTTG 17
(F) TACGCCATTGGTCACATC 18
TRRI (R) CAAAGCAGCCATACATCC 18

F, Forward; R, reverse.
Fonte: Livak; Schmittgen (2001)

5.5.18 Anadlise estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicata em dias diferentes, utilizando a média

aritmética para analise de CIM. O prisma do GraphPad programa (versdo 8 para Windows,
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GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA) foi utilizado para as analises. Para ensaios de avalia¢do
do mecanismo de a¢do, os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) two-way

seguido do teste de Turkey (p <0,01).

5.6 Ensaios para determinacao de atividade frente a biofilme de Candida spp.

Para o ensaio de biofilme, foram selecionadas 4 cepas de diferentes espécies de
Candida como representativas, sendo elas C. albicans 3, C. glabrata 2, C. parapsilosis 2 € a cepa

padrao C. auris 01256P.

5.6.1 Preparacdo dos biofilmes formados de Candida spp.

Os ensaios de formacdo do biofilme foram realizados conforme a metodologia
descrita por Pierce et al. (2008), com pequenas modifica¢des. As cepas de Candida spp. foram
semeadas em agar Sabouraud dextrose incubadas em estufa por 24 h a 35 &+ 2°C, para obter as
mesmas em fase exponencial. Apos esse periodo, as leveduras foram suspensas em 3 mL de
meio caldo extrato de levedura nitrogénio dextrose (YND) e reincubadas sob as mesmas
condi¢des. Em seguida, as células foram entdo centrifugadas (2500 rpm, 5 min) e lavadas por
trés vezes com PBS. Posteriormente, ajustou-se a densidade celular no padréo 0,5 (1,5x10° UFC.

mL ™) da escala de McFarland em meio RPMI 1640 (pH 7). Por fim, foram inseridos 200 pL do

indculo em uma placa de 96 pocos fundo chato e incubadas por 48 h a 35 + 2°C.
No dia seguinte, foi realizada a aspiracdo do sobrenadante e a placa foi lavada
delicadamente com PBS por trés vezes para remoc¢do das células ndo aderentes. Ao final desta

etapa, foi possivel visualizar a formagao de biofilme no fundo de cada pogo.

5.6.2 Avaliacdo da atividade do haloperidol frente aos biofilmes formados de Candida spp.

Diferentes concentragdes do farmaco foram utilizadas para avaliagdo da atividade do
haloperidol frente ao biofilme formado de Candida spp, as referidas foram: CIM/2, CIM, 2 x
CIM e 4 x CIM para cada cepa. Aos biofilmes formados de acordo com o topico 5.6.1 foram
adicionados 200 pul da concentragdo do ativo e posteriormente as placas foram incubadas por 24

h a 35 + 2°C. Seguidamente, foi realizada a lavagem, delicadamente, dos biofilmes com PBS por
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trés vezes. A verificacdo da viabilidade celular foi realizada utilizando o corante brometo
3-(4,5-dimetiltiazol-2-11) -2,5 difenil tetrazélio (MTT) (1 mg/mL) (Sigma, USA). Apos
incubagdo de trés horas, protegidas da exposicao a luz, o corante foi entdo removido € 0s pogos
lavados 3 vezes com PBS. Por fim, foram adicionados 200 pL DMSO e ap6s 15 minutos, destes
foram retirados 100 uL de cada pogo e transferidos para uma nova placa. A leitura foi realizada
em um leitor de microplaca Biochrom Asys UVM 340 (Biochrom Ltd., Cambridge, Reino
Unido) a 540 nm. A redu¢do do crescimento foi comparada ao pogo que corresponde a 100% de

crescimento, livre de drogas (PIERCE et al., 2008).
5.6.3 Determinacgdo da atividade do haloperidol no biofilme em formacdo Candida spp.

Neste teste, as concentracdes utilizadas para avaliar a atividade do haloperidol frente
ao biofilme em formagao foram: CIM/2, CIM, 2 x CIM e 4 x CIM para cada cepa. As cepas de
Candida spp. foram semeadas em dgar Sabouraud dextrose e incubadas a 35 + 2°C por 24h. No
dia seguinte, as leveduras foram suspensas em 3 mL de meio YND e reincubadas sob as mesmas
condi¢des. Seguidamente, as células foram centrifugadas (2500 rpm, 5 min) e lavadas com PBS
por trés vezes. As células foram ajustadas de acordo com o padrdo 0,5 da escala de McFarland
em meio RPMI (pH 7,0). Em seguida, foram inseridos 100 pL do in6culo e 100 uL da
concentragdo das drogas em placa de 96 pocos de fundo chato. As placas foram incubadas a 35 +
2°C por 48 h.

No dia seguinte, o sobrenadante foi entdo retirado e a placa lavada delicadamente
com PBS por trés vezes. A verificagdo da viabilidade celular foi obtida utilizando o corante
brometo 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5 difenil tetrazélio (MTT) (1 mg/mL) (Sigma, USA). Apos
incuba¢do de trés horas ao abrigo da luz, o corante foi removido e os pocos lavados
delicadamente por 3 vezes com PBS e entdo foram adicionados 200 pL DMSO. Apoés 15
minutos, foram retirados 100 pL de cada pogo e transferidos para uma nova placa. A leitura foi
realizada em um leitor de microplaca Biochrom Asys UVM 340 (Biochrom Ltd., Cambridge,
Reino Unido) a 540 nm. O controle de comparagdo da redugdo do crescimento foram os pogos
ndo tratados com haloperidol, os quais correspondem a 100% de crescimento (PIERCE et al.,

2008).
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5.6.4 Analise dos dados da avaliacdao do haloperidol frente aos ensaios de biofilme

O programa GraphPad Prism (versao 8 para Windows, GraphPad Software, La Jolla,
CA, EUA) foi utilizado para analisar a significancia estatistica de cada ensaio, utilizando a
analise de variancia unidirecional (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,01). Os valores médios das
absorbancias dos testes foram comparados com o controle. Os ensaios foram realizados em

triplicata em dias diferentes e a média dos resultados foi calculada.

5.7 Visualizacio das estruturas microscépicas de Candida por microscopia eletronica de

varredura (MEYV)

5.7.1 Ensaio dos biofilmes

A MEV foi utilizada para uma melhor visualizagdo o efeito da HAL em estruturas
microscopicas do biofilme fingico (Do Amaral Valente Sa et al., 2020). As cepas Candida auris
e C. albicans foram escolhidas como representativas devido a relevancia clinica. Primeiramente,
o microrganismo foi suspenso e incubado em caldo YND por 24 h a 35°C. As células foram
centrifugadas (2500 rpm, 5 min) e lavadas com soluc¢do salina trés vezes, depois suspensas (0,5
McFarland) em meio caldo RPMI 1640 tamponado com MOPS e adicionadas a uma placa de 12
pogos em cada poco continha laminula circular (13 mm), incubando-as por 48 h a 35°C para a
formagao do biofilme na superficie do material.

Em seguida, realizou-se a preparacdo do HAL em concentragdoes de CIM e 4xCIM,
diluidas em meio RPMI 1640 tamponado com MOPS, foram colocadas em cada pogo ¢ as placas
incubadas novamente nas mesmas condi¢des ja mencionadas. Para a observacdo do efeito da
HAL em biofilme em formagao, o microrganismo e o farmaco (CIM, 4xCIM) foram adicionados
concomitantemente a placa e incubados.

As amostras foram fixadas por solu¢dao de glutaraldeido 2,5% adicionada de tampao
cacodilato de sodio 0,15 M e azul alcian (0,01%) e incubadas durante a noite a 4°C. Em seguida,
foi realizada a desidratagdo alcodlica (30, 50, 70, 80, 90, 95 e 100% de etanol). Por fim, as
amostras foram submetidas a solugdo de hexametildisilazano (Sigma-chemical) para a secagem
completa e revestidas com 20 nm de ouro. O biofilme fingico foi observado utilizando

microscopio eletronico de varredura Quanta 450-FEG em modo de alto vécuo.
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6. Resultados

ooooo

sensiveis e resistentes ao fluconazol

O haloperidol (HAL) demonstrou atividade antifiingica frente a cepas de Candida spp.
com concentragdes inibitorias minimas variando de 26,67 a 256 pg/mL, onde 75% das cepas
apresentaram CIM < 128 pg/mL. As concentracdes para o fluconazol (FLC) variaram de 0,25 a
64 ng/mL, onde sete cepas clinicas apresentaram perfil de resisténcia a este antifungico (C.
albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis CIM > 8 png/mL e C. glabrata CIM > 64 pg/mL)
(CLSI, 2012). Os resultados para anfotericina B (ANFO) ficaram entre 0,5 ¢ 2 ug/mL e para
itraconazol (ITRA) de 0,125 a 4 pg/mL (Tabela 4).

Tabela 5 - Avaliagdo da atividade antifungica do haloperidol

CIM °(ug/mL)
Cepas * HAL FLC ANFO ITRA
Candida parapsilosis ATCC 22019 96 2 1 0,5
Candida krusei ATCC 6258 32 16 1 0,5
Candida auris 01256P * 53,33 4 1 0,25
Candida albicans 1 256 0,5 0,5 0,25
Candida albicans 2 256 0,5 1 0,25
Candida albicans 3 * 32 16 2 1
Candida albicans 4 256 32 0,5 1
Candida parapsilosis 1 48 1 0,5 0,25
Candida parapsilosis 2 26,67 32 1 0,125
Candida parapsilosis 3 213,33 32 2 2
Candida parapsilosis 4 26,67 4 0,5 0,5
Candida tropicalis 1 64 0,25 1 0,5
Candida tropicalis 2 32 32 2 1
Candida tropicalis 3 128 32 1 4
Candida glabrata 1 53,33 2 2 0,5

Candida glabrata 2 64 64 2 2
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* Cepas de Candida spp. pertencentes a micoteca do Laboratério de Bioprospecgdo de Moléculas Antimicrobianas
(LABIMAN)

® CIM de haloperidol, fluconazol, anfotericina B e itraconazol isolados

* Cepas usadas em ensaios de mecanismo de ag¢ao
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6.2 O haloperidol demonstra diferentes tipos de interacdes farmacologicas na associacio a

antifungicos

Na associagdo entre haloperidol e fluconazol em cepas clinicas, foi obtido 76,92% de
interagdes indiferentes, e 23,07% de interacdes sinérgicas, das trés cepas que apresentaram este
resultado, duas eram resistentes ao fluconazol. Na interacdo de haloperidol e itraconazol, 61,53%
também foram indiferentes a associacdo e 38,46% mostraram-se sinérgicas. Por fim, na interagao
haloperidol com anfotericina B, 84,61% foi de interagdo indiferente, apresentando apenas

15,38% de interacdes sinérgicas (Tabela 5).

Tabela 6 - Interacdes farmacologicas do haloperidol e antifungicos

Cepas * (ng/mL)
HAL/FLC ICIF® Interpretagio® HAL/JTRA ICIF Interpretagio HAL+ANFO ICIF Interpretagio
C. parapsilosis ATCC 22019  96/2 2,0 IND 16/0,25 0,7 IND 96/1 2,0 IND
C. krusei ATCC 6258 16/8 1,0 IND 32/0,5 2,0 IND 32/1 2,0 IND
C. auris 01256P 53,332 1,5 IND 16/0,125 0,8 IND 32/1 1,6 IND
Candida albicans 1 128/0,25 1,0 IND 64/0,0625 0,5 SIN 256/0,5 2,0 IND
Candida albicans 2 128/0,25 1,0 IND 64/0,0625 0,5 SIN 128/0,5 1,0 IND
Candida albicans 3 32/16 2,0 IND 8/0,25 0,5 SIN 32/2 2,0 IND
Candida albicans 4 128/16 1,0 IND 256/1 2,0 IND 256/0,5 2,0 IND
Candida parapsilosis 1 24/0,5 1,0 IND 24/0,125 1,0 IND 24/0,25 1,0 IND
Candida parapsilosis 2 13,84/16 1,0 IND 16/0,0625 1,1 IND 26,67/1 2,0 IND
Candida parapsilosis 3 53,25/8 0,5 SIN 213,332 2,0 IND 106,65/1 1,0 IND
Candida parapsilosis 4 6,67/1 0,5 SIN 26,67/0,5 2,0 IND 13,3/0,25 1,0 IND
Candida tropicalis 1 64/0,25 2,0 IND 8/0,0625 0,3 SIN 16/0,25 0,5 SIN
Candida tropicalis 2 8/8 1,0 IND 8/0,25 0,5 SIN 16/05 1,0 IND
Candida tropicalis 3 32/8 0,5 SIN 256/64 4,0 IND 32/0,25 0,5 SIN
Candida glabrata 1 23,65/1 0,9 IND 16/0,25 0,8 IND 53,33/1 1,5 IND
Candida glabrata 2 32/32 1,0 IND 32/1 1,0 IND 64/2 2,0 IND

* Cepas de Candida spp. pertencentes a micoteca do Laboratério de Bioprospecgdo de Moléculas Antimicrobianas
(LABIMAN)

® fndice de concentragdo inibitoria fracionaria (ICIF)

¢ Interpretacdo da atividade associada com base no ICIF em sinérgica, indiferente ou antagonica

HAL:haloperidol; FLC: fluconazol; ANFO: anfotericina B; ITRA itraconazol
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6.3 Avaliacio das vias de acio antifingicas do haloperidol

6.3.1 Acdo do haloperidol sobre a viabilidade celular de Candida spp.

A exposicao ao haloperidol gerou uma reducao significativa na densidade celular em
relacdo ao controle negativo, de 2,57.10° para 1,60.10° células em C. auris uma reducdo de
40,87%, reducdo semelhante foi observada em C. albicans de 3,56.10° para 1,83,10° (37,94%)
(Figura 6a). A reducdo no controle positivo de morte (anfotericina B) foi, para C. albicans e C.
auris respectivamente, maior que o tratamento com haloperidol. Estes valores foram diferentes

significativamente (p < 0,01).

6.3.2 Alteragdo do potencial de despolarizagdo mitocondrial de Candida spp. mediado pelo
haloperidol

Os tratamentos com anfotericina B e haloperidol foram capazes de alterar
significativamente o potencial de despolarizagdo mitocondrial (p < 0,01) em relagdo ao controle
sem tratamento. O haloperidol causou maior despolarizagdo em comparagdo ao controle de
morte (anfotericina B). A despolarizagdo em células de C. albicans foi de 54,16% e de C. auris
47%, enquanto que no controle dessas mesmas espécies, respectivamente, foram de 2,93% e
2,09%. Assim, os dados demonstram que ac¢do do haloperidol resultou em disfuncao

mitocondrial, afetando a homeostase do microrganismo (Figura 6b).

6.3.3 Exteriorizacao de fosfatidilserina em células de Candida spp. tratadas com

haloperidol

A exposicdo a fosfatidilserina ¢ um marcador critico de apoptose, principalmente em
seus estagios iniciais. O tratamento com haloperidol na concentracdo de 32 pg/ml para C.
albicans e 53,33 ng/ml para C. auris, resultou em um aumento significativo em relagdo ao
controle (p < 0,01) na externalizacdo da fosfatidilserina em células de C. albicans (40,30%) e de
C. auris (42,39%). Para a anfotericina B (ANFO), esses valores foram de 58,71% para C.
albicans e 67,86% para C. auris (Figura 6c).
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6.3.4 Deteccao de fragmentacdo do DNA pelo teste TUNEL apdos tratamento com haloperidol
em Candida spp.

A fragmentacdo do DNA pode ser observada como resultado de processo apoptético
mais avangado. O resultado do tratamento com haloperidol em células fingicas apontou para um
significativo aumento (p < 0,05) de deteccdo de fragmentagdo do DNA em comparagdo ao
controle negativo. Em cepas de C. albicans foram detectados 21,96% em comparagdo ao seu
controle obteve 12,05%, um aumento de 82,24%. Ja o observado em C. auris 27,11% e seu
controle 12,67%, um aumento de 113,97% (Figura 6d). O mesmo comportamento foi observado

com o tratamento realizado com H,0,, resultado sugestivo de um processo apoptotico.

Figura 6 - Ensaios de citometria de fluxo para identificar para estudo do provavel mecanismo de
acao do haloperidol apds 24 h de exposi¢do em cepas de Candida spp.
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As células foram tratadas com haloperidol (CIM = 53,33 pg/ml em C. albicans e 32 pg/ml em C. auris), ANFO
(controle de morte) (CIM = 4 pg/ml) e células ndo tratadas (controle negativo) e foram analisadas por citometria de

fluxo; *(p<0,01) significancia em relagdo ao controle
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6.3.5 Haloperidol impactou no ciclo celular de Candida spp.

O ciclo celular de C. albicans e C. auris foi alterado apds exposi¢do ao haloperidol,
mudando a distribuicdo nas diferentes fases de seu ciclo. Em comparagido ao controle negativo,
as fases Sub-G1, Gl e S se diferenciam significativamente (p<0,01), passando, respectivamente,
de 0,88%, 49,43% e 23,18% para 17,27%, 33,34% e 56,74% em C. albicans (Figura 7a). Mesmo
comportamento foi observado para C. auris, ficando a distribuicdo da seguinte forma: Sub-G1
passou de 64,5% para 22,87%, G1 de 43,96% para 33,09% e S de 25,33% para 52,38% (Figura
6b). Apesar da reducao observada G2/M para ambas as espécies, estas ndo foram significativas
estatisticamente (p < 0,01) (Figura 7b). Esse pode ser indicativo de parada de replicagao e dano
ao DNA.

Figura 7 - Avaliagdo do ciclo celular de cepas de Candida spp. por citometria de fluxo

Candida albicans

801

a) g Sub-G1
I y
=
3 T @l S
P G2/M
9
o] 40- *
< T
=l
lg *
E 201 T T
ot
2 -
a
£ z
K| 1S
S 3
=
Candida auris
80+
b -
) < Sub-G1
2 60 I ol
=
7 il S
D
<
< T G2/M
o) 404 *
< =
lg i
o= T
2 204
T T
E -

Controle

HAL (CIM) -



58

7a. Ciclo celular apds tratamento com haloperidol em Candida albicans; 7b. Ciclo celular apds tratamento com
haloperidol em Candida auris; O controle é composto por células ndo tratadas. O tratamento com HAL foi realizado
de acordo com a CIM de cada cepa (53,33 pg/ml em C. albicans e 32 pg/ml em C. auris) *(p<0,01) significancia em

relag@o ao controle

6.3.6 O haloperidol impactou nos niveis de Ca** mitocondrial e citosélico de Candida spp.

Os niveis de Ca*" no citosol aumentaram em relagdo ao controle negativo (p < 0,01)
apos tratamento com haloperidol e H,0, (controle positivo). Tanto em células de C. albicans,
quanto de C. auris (Figura 8a e 8b). Os dados indicam que o haloperidol induz um influxo de

Ca*" nas células, causando perturba¢io na homeostase do Ca®" mitocondrial e citosolico.

6.3.7 Verificacdo do nivel de citocromo ¢ no citosol e mitocondria de Candida spp. apos

tratamento com haloperidol

Apds quatro horas de exposi¢ao do microrganismo ao haloperidol, foi verificado um
significativo aumento dos niveis de citocromo ¢ no citosol (p < 0,01). Essa variagcdo foi obtida
por meio da quantificacdo realizada de acordo com a absorbancia ultravioleta registrada, que
indica um extravasamento possivelmente causado pela perturbacdo no potencial de membrana
mitocondrial. O tratamento com o controle positivo (H,0,) também apresentou, como esperado,
grande aumento dos niveis de citocromo c, chegando a dobrar em relagdo ao controle negativo
para ambas espécies (p<0,01).

Ja o oposto foi verificado quando avaliado os niveis na por¢ao mitocondrial, os quais
diminuiram significativamente em relacao ao controle negativo (p<0,01), tanto para o tratamento

com o haloperidol, como com o H,O, (controle positivo) (Figura 8d).
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Figura 8 - Haloperidol induz um influxo de Ca*" nas células e a liberagdo de Citocromo ¢ da

mitocondria para o citoplasma
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As células foram tratadas com haloperidol (CIM = 53,33 ug/ml em C. albicans e 32 pg/ml em C. auris), H,0O,

(controle positivo, 5nM) e células ndo tratadas (controle negativo). Em 8a. absorbancia Ca*" no citosol; 8b.

absorbancia de Ca’*" na mitocondria; 8c. Nivel relativo de citocromo ¢ no citosol; 8d. nivel relativo de citocromo;

*(p<0,01) significancia em relagdo ao controle

6.3.8 Niveis de glutationa (GSH) sdo reduzidos em células de Candida spp. tratadas com

haloperidol

O GSH ¢ um importante componente do sistema glutationa para respostas ao estresse

e desintoxica¢do dos radicais livres. Os niveis de GSH reduziram apods o tratamento com

anfotericina B e haloperidol isolados em relagdo ao controle negativo (p < 0,01). O tratamento

com anfotericina B causou maior redu¢do comparado ao haloperidol, também houve diferenca

significativa entre os mesmo (p<0,01) (Figura 9a).
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6.3.9 O haloperidol reduz os niveis de ATP intracelular de Candida spp.

Apbés a exposicdo ao haloperidol, foi detectada reducdo dos niveis de ATP
intracelular, quando comparados ao controle negativo (células ndo tratadas), de forma
estatisticamente significativa (p < 0,01). Este mesmo comportamento foi observado com a
exposicao a anfotericina B (figura 9b). Os valores em células de C. albicans foi de 67,32% e de
C. auris 39,09%. O tratamento com anfotericina B se mostrou diferente do haloperidol (p<0,01),
uma vez que os niveis intracelulares de ATP foram ainda menores, 33,75% e 25,47%,

respectivamente para C. albicans e C. auris.

Figura 9 - Niveis de GSH e reducdo do ATP intracelular em células de C. albicans e C. auris

apos tratamento com haloperidol
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9a. Niveis de GSH apo6s tratamento com haloperidol; 9b. Niveis do ATP intracelular apods tratamento com
haloperidol. As células foram tratadas com haloperidol (CIM = 53,33 pg/ml em C. albicans e 32 pg/ml em C. auris),
ANFO (controle de morte) (CIM = 4 pg/ml) e células ndo tratadas (controle negativo) *(p<0,01) significAncia em

relacdo ao controle
6.3.10 Exposicio ao haloperidol induziu a ativacdo da metacaspase em Candida spp.

O tratamento com haloperidol na CIM foi capaz de aumentar significativamente (p <
0,01) a ativagdo da metacaspase, importante no processo de apoptose apos estresse e danos. Os
resultados demonstram a ativa¢do da metacaspase em ambas as espécies avaliadas. Em relacao
ao controle negativo, os tratamentos mostraram um maior aumento da metacaspase, 23,25% em
C. albicans e 30,52% em C. auris em células tratadas com haloperidol e para anfotericina B
56,88% e 60,17% para C. albicans e C. auris, respectivamente. O que demonstra um
significativo efeito.

Figura 10 - O tratamento com haloperidol foi capaz de ativar a metacaspase

804
~ C. auris
= -i- ul C. albicans
2 601 T
<
(=9
2
2
17} 404 *
g
3 T .
° -
g 20
: g
0 T T T
) ~ —_~
E 2 s
U o
s 3
= ==}

As células foram tratadas com haloperidol (CIM = 53,33 pg/ml em C. albicans e 32 pg/ml em C. auris), H,0O,

(controle de morte, 5 mM) e células ndo tratadas (controle negativo); *(p < 0,01) em comparacdo com o controle
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6.4 Verificacao de dano ao DNA

6.4.1 Haloperidol induz lesoes ao DNA evidenciadas pelo ensaio do cometa alcalino enzimatico

Os tratamentos com ANFO e HAL elevaram significativamente (p<0,01) o dano
oxidativo ao DNA de ambas as espécies de C. albicans e C. auris, em relacdo ao controle
(células nao tratadas) (Figura 11). Nas células tratadas com a enzima de restricio FPG
(formamidopirimidina DNA glicosilase), a qual identifica e remove bases de DNA danificadas,
normalmente resultantes da agdo de radicais livres, a sensibilidade do teste é aprimorada ao
evidenciar lesdoes oxidativas. Neste sentido, em relacdo ao controle com FPG, os tratamentos
com HAL+FPG revelaram um aumento em C. albicans e em C. auris. Nao houveram diferencas

significativas dentro do controle negativo com e sem FPG (p < 0,01).

Figura 11 - Fragmentacdo do DNA de C. albicans e C. auris avaliada pelo teste cometa alcalino
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O tratamento com HAL foi realizado de acordo com a CIM de cada cepa (53,33 pug/ml em C. albicans e 32 pg/ml
em C. auris). O controle é composto por células ndo tratadas com haloperidol e células tratadas apenas com FPG;

(*p < 0,01) significativo em compara¢do com o controle #( p<0,01) significativo em relagdo ao tratamento sem FPG
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6.4.2 Metilacao global do DNA apds exposigdo ao haloperidol

O tratamento com haloperidol aumentou significativamente (p < 0,01) a metilagao global
do DNA em células fungicas de C. albicans e C. auris (Figura 12). Em células de Candida
albicans 60,36% encontram-se metiladas aumento 28,96% em relagdo ao controle, enquanto que
em C. auris a metilagcdo global foi de 59,02% maior que seu controle 32,63%. Além do controle
negativo, foi realizado o controle com 5-Aza-dCR (agente hipometilante em células que replicam
o DNA, inibindo a DNA metiltransferase), as células tratadas com esse agente, encontram-se
hipometiladas em relagdo ao controle (p<0,01) e também se diferenciam dos tratamento com

haloperidol para ambas espécies (p<0,01).

Figura 12 - Metilagdo global do DNA em cepas de Candida spp. apos tratamento de ao
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O tratamento com HAL foi realizado de acordo com a CIM de cada cepa (53,33 pug/ml em C. albicans e 32 pg/ml

em C. auris). O controle células ndo tratadas com haloperidol, controle experimental ¢ tratado com 5-Aza-dCR.

6.4.3 Avaliacdo da fragmentagdo do DNA associado a metilacdo apds tratamento com

haloperidol

Os dados obtidos demonstram um significativo aumento (p < 0,01) no dano ao DNA em

células de C. auris tratadas com haloperidol em relacdo ao controle negativo e este aumento fica
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mais evidente em células também adicionadas de McrBC, uma endonuclease que cliva DNA
contendo metilcitosina e também se comporta como uma enzima de restrigdo dependente de
metilacdo, evidenciando o dano causado (Figura 13a). Na Figura 13b, o tratamento em células de
C. albicans demonstra resultados semelhantes, células tratadas apenas com HAL e HAL+McrBC
(p<0,01). Foi realizado um tratamento utilizando o 5-Aza-dCR (0,01 mM), como controle. Logo,
os resultados apontam uma alteracio nos niveis de metilagdo global, podendo estar

correlacionado a uma resposta ao estresse ou alguma modulagdo epigenética induzida pelo

haloperidol.
Figura 13 - Avaliacdo da fragmentacdo do DNA associado a metilagdo apds tratamento com
haloperidol
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O tratamento com HAL foi realizado de acordo com a CIM de cada cepa (53,33 pug/ml em C. albicans e 32 pg/ml
em C. auris). 13a. e 13b. Controle células ndo tratadas e células tratadas apenas com McrBC, controle experimental
¢ tratado com 5-Aza-dCR *(p<0,01) significancia em relagdo ao controle # diferem em relagdo ao controle

experimental

6.5 Haloperidol exerce efeito frente a cepas clinicas e mutantes de C. albicans

No primeiro grafico controle, temos o resultado das diferentes cepas mutantes de C.
albicans modificadas utilizadas no teste avaliando a taxa de sobrevivéncia apds a exposi¢ao ao
peroxido de hidrogénio (H,O,) 0,5mM por duas horas, verificando-se que 89,38% da cepa
selvagem (wt) sobreviveu, seguida pela gpx3A com 71,14% e com apenas 20,48% da cepa
caplA. Todas as cepas diferem significativamente entre si (p > 0,01) (figura 14a).

Seguidamente, as cepas foram avaliadas frente a concentragdes crescentes de haloperidol
(Figura 14b). Foi possivel observar que, mesmo em baixas concentragcdes (5 pg/mL), o
haloperidol reduziu a taxa de sobrevivéncia em 4,3% (WT), 18,87% (gpx3A) e 24,89% (caplA).
A uma concentracdo de 30 pg/mL a taxa de sobrevivéncias das cepas mutantes ficaram abaixo de
50% (34,17% para gpx3A e 12,33% para caplA), sendo que 56,76% das cepas WT sobreviveram
a esta concentracdo. J4 na maior concentracao (60 pug/mL) todas a cepas possuem taxa de
sobrevivéncia menor que 30%, sendo respetivamente: 23,21% (WT), 16,06% (gpx3A) e 3,55%
(caplA).

Figura 14 - Avaliacdo de sobrevivéncia de cepas mutantes de C. albicans
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14.a As células de Candida albicans (mutantes) foram tratadas com H,O, (5SmM); 14b. Células de Candida albicans
(mutantes) tratadas com concentra¢des crescentes de haloperidol; como controle foi utilizada a cepa wild type (WT);

caplA: cepa com delecdo do gene CAP1; gpx3A: cepa com delecdo do gpx3 *(p<0,01) significdncia em relagdo ao

controle

6.5.1 Avaliacdo da expressio génica por meio de RT-PCR das cepas clinicas e mutantes de C.

albicans

Em relacdo a cepas selvagem (WT) a cepa caplA, houve uma redugdo em todos os genes
avaliados apds a exposicao ao haloperidol, sendo significativo (p<0,01) para os genes: CAPI,
TRR1 e GLR1. Nos resultados da expressao apos o tratamento para a cepa gpx3A em relagdo a
WT nao foi verificado diferenga significativa nos resultados (Figura 15a).

Por meio de RT-PCR da cepas clinica de Candida albicans foi possivel avaliar a
expressdo dos seguintes genes: adenylate cyclase-associated protein (CAP1), glutathione
reductase (GLR1), manganese-seperoxide dismutase (SOD2) e thioredoxin reductase (TRRI1).
Foi observado um aumento nas expressoes de todos os genes ap6s o tratamento com haloperidol,
sendo este aumento significativo (p < 0,01) apenas no SOD2, em relagdo ao controle negativo
(Figura 15b). Para o controle positivo (H,O, por 4 horas) apenas a expressdo de SOD2 ndo foi

significativa. Todas as demais expressoes foram significativas em relacao ao controle (p<0,01).
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Figura 15 - Expressdo génicas de genes associados a resposta do estresse oxidativo causado por

haloperidol
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15a. como controle foi utilizada a wild type (WT) (controle negativo); 15b. caplA: cepa com dele¢do do gene

CAP1; gpx3A: cepa com delegdo do gpx3; CAPI: adenylate cyclase-associated protein; GLRI1: glutathione

reductase, SOD2: manganese-seperoxide dismutase; TRR1: thioredoxin reductase; *(p<0,01) significancia em

relagdo ao controle
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6.6 Atividade do haloperidol frente aos biofilmes de Candida spp.

6.6.1 Células tratadas com haloperidol tém reducdo da viabilidade dos biofilmes pré-formados

de Candida spp.

O haloperidol apresentou redu¢do significativa (p < 0,01) da viabilidade do biofilme
em relacdo ao controle (ndo tratado) desde concentragdo subinibitoria (CIM/2) para todas as
cepas avaliadas. Ao observar a CIM em todas as cepas, o haloperidol inibiu, pelo menos, 35% da
viabilidade, chegando a reduzir mais de 50% nas espécies de C. albicans e C. auris (Figura 16a e
16b) . Na maior concentragdo avaliada (4xCIM) o haloperidol foi capaz de reduzir mais de 70%
a viabilidade em C. albicans e C. auris, chegando ultrapassar os 80% nesta ultima, demonstrando
uma inibigdo significativa da viabilidade celular (p<0,01). Nesta mesma concentragdo, foi capaz

de reduzir mais de 50% a viabilidade em C. parapsilosis e C. glabrata (Figura 16¢c e 16d).

Figura 16 — Efeito inibitorio do haloperidol sobre viabilidade de biofilmes maduros em cepas de

Candida spp. em diferentes concentragdes
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Fonte: autor

*(p<0,01) de significancia em relagdo ao controle negativo.
6.6.2 O haloperidol pode auxiliar na prevencao na formacao de biofilme de Candida spp.

O tratamento com haloperidol apresentou redugdo significativa (p<0,01) da
viabilidade do biofilme em formacdo em relagdo ao controle nas concentracdes de CIM/2 a
4xCIM para as cepas de C. albicans, C. auris e C. glabrata. Para a cepa de C. parapsilosis houve
reducdo significativa a partir da concentragdo CIM (p<0,01). Em C. auris a maior concentracao

testada reduziu 66,44% da viabilidade, como demonstrado na Figura 17.

Figura 17 - Efeito do haloperidol sobre biofilmes em formagao de Candida spp.
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*(p<0,01) em relagdo ao controle.
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6.6.3 O haloperidol causa danos estruturais a arquitetura do biofilme de Candida auris

Por meio do MEV foi possivel observar as alteragdes morfologicas causadas pela
exposicao ao haloperidol no biofilme de C. auris, foram observados que o farmaco causa danos
estruturais ao microrganismo. No biofilme formado, células do controle com superficie em geral
regular e homogénea e intactas de C. auris (Figura 18a e 18¢) em conformacao 3D caracteristica
do biofilme. Nos tratamentos, a Figura 18b ¢ 18c demonstra alteragdes celulares em relagdo ao
controle, no entanto parte das células ainda se mantém integras (Figura 18b). Na maior
concentracdo (4xCIM), observam-se deformagdes na estrutura externa das células, tamanhos
irregulares e extravasamento de material intracelular (Figura 18c), mas com grande reducdo da
densidade populacional do biofilme e do seu aspecto anterior, o que indicar que estas ndo se

encontram mais viaveis (Figuras 18c e 18f).

Figura 18 — Microscopia eletronica de Varredura (MEV) de Biofilmes maduros de C. auris

tratados e nao tratados com haloperidol

Fonte: Autor. Microscopia eletronica de varredura em biofilme formado de Candida auris. Controles (A e B),

tratamento no CIM (53,33 pg/mL) (C e D) e (E e F) Tratamento 4xCIM (128 pg/mL). Ampliacdo: 10.000%; barra:
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10 um. (a, b, ¢) Ampliagdo: 2.000%; barra: 50 um (d, e, f). Deformagdes na estrutura externa das células como:
células enrugadas, encolhidas, além de extravasamento de material intracelular podem ser observadas (setas

brancas), principalmente em 4xCIM (c, f), além de menor densidade populacional em relagao ao controle.

As mesmas alteragdes celulares puderam ser encontradas para o biofilme em
formacao (Figura 19), no entanto, quando comparadas ao biofilme formado com reducdo
visualmente menor da densidade populacional do microrganismo na maior concentragao (4 e
8xCIM) e o controle, mesmo comportamento observado nos ensaios de biofilme formado e

formagao.

Figura 19 — Microscopia eletronica de Varredura (MEV) de Biofilmes em formagao de C. auris

tratados e ndo tratados com haloperidol

Fonte: Autor. Microscopia eletronica de varredura em biofilme em formagdo de Candida auris. Controles (A e B),
tratamento no CIM (53,33 pg/mL) (C e D) e (E e F) Tratamento 4xCIM (213,32 pg/mL). Ampliagdo: 10.000x;
barra: 10 pm. (a, b, ¢) Ampliagdo: 2.000x; barra: 50 um (d, e, f). Deformagdes na estrutura externa das células
como: células enrugadas, encolhidas, além de extravasamento de material intracelular podem ser observadas (setas

brancas), principalmente em 4xCIM (c, f), além de menor densidade populacional em relag@o ao controle.
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6.6.4 O haloperidol causa danos estruturais a arquitetura do biofilme de Candida albicans

No biofilme formado (Figura 19), as células de controle apresentaram superficie em
regular em geral e homogénea e intactas (Figura 20a e 20e), a conformacdo 3D estd bem
evidente o que caracteriza o biofilme. Em relacdo aos tratamentos, a Figura 20b e 20c
demonstraram alta reducdo da densidade, com alteracdes celulares em relacdo ao controle,
quando comparado ao biofilme de C. auris (Figura 20b) € possivel verificar um maior impacto
sofrido pela C. albicans quando exposta ao haloperidol. Na maior concentragdo (4xCIM),
visualmente € parecido com o tratamento no CIM, observam-se deformagdes na estrutura externa
das células (Figura 20c), tamanhos ndo regular e extravasamento de material intracelular,

impactando diretamente na viabilidade do mesmo (Figuras 20c e 20f).

Figura 20 — Microscopia eletronica de Varredura (MEV) de Biofilmes formado de C. albicans

tratados e nao tratados com haloperidol

Fonte: Autor. Microscopia eletronica de varredura em biofilme formado de Candida albicans. Controles (A e B),
tratamento no CIM (32 pg/mL) (C e D) e (E e F) Tratamento 4xCIM (128 nug/mL). Ampliagdo: 10.000x%; barra: 10

pm. (a, b, ¢) Ampliagdo: 2.000%; barra: 50 pm (d, e, f). Deformagdes na estrutura externa das células como: células
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enrugadas, ndo regulares, encolhidas, além de extravasamento de material intracelular podem ser observadas (setas

brancas)

No biofilme em formacdo de C. albicans (Figura 21), mostrou-se visualmente
semelhante ao formando nos tratamentos com haloperidol. Alteragdes celulares puderam ser
encontradas no biofilme em formagdo, bem como extravasamento, rugosidade, deformacdes de

parede e tamanhos irregulares (Figura 20b e 20c).

Figura 21 — Microscopia eletronica de Varredura (MEV) de Biofilmes em formagao de C.

albicans tratados e nao tratados com haloperidol

Fonte: Autor. Microscopia eletronica de varredura em biofilme em formagdo de Candida albicans. Controles (A e
B), tratamento no CIM (32 pg/mL) (C e D) e (E e F) Tratamento 4xCIM (128 pg/mL). Ampliagdo: 10.000x; barra:
10 um. (a, b, ¢) Ampliagdo: 2.000%; barra: 50 um (d, e, f). Deformagdes na estrutura externa das células como:
células enrugadas, ndo regulares, encolhidas, além de extravasamento de material intracelular podem ser observadas

(setas brancas)
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7. Discussao

A crescente preocupacdo com alternativas que sejam eficazes no tratamento de
infeccdes fungicas tém se intensificado desde que o surgimento de cepas de Candida spp.
resistentes aos tratamentos antifingicos tradicionais aumentou, levando ao surgimento de
espécies multirresistentes. Este cendrio torna-se um desafio ainda maior considerando que alguns
tratamentos convencionais possuem limitacdes de uso devido ao risco considerdvel de reacdes
adversas, limitando seu uso (Costa-de-Oliveira & Rodrigues, 2020; Fisher et al., 2022; Lee et al.,
2021).

A existéncia de cepas resistentes que ndo respondem eficientemente aos tratamentos
padrdes implicam no aumento da morbidade e mortalidade, impactando diretamente nos custos
com satide publica. A busca por solucdes e alternativas que venham a suprir a necessidade ¢ uma
das preocupacdes da WHO (2022). Diante disso, o reposicionamento de fairmacos tem sido uma
importante ferramenta nos estudos de novas alternativas que venham a auxiliar neste complexo
desafio, por meio de moléculas ja conhecidas, redirecionando este conhecimento a esta seara
(Ksiezopolska & Gabaldon, 2018; Kulkarni et al., 2023; Sanyaolu et al., 2022).

Os resultados de suscetibilidade indicaram que a faixa da CIM variou de 32 a 256
pg/mL, no qual 66,67% dos isolados permaneceram em concentracdo < 128 pg/mL.
Concordando com nossos achados, os estudos de Ji et al. (2020) verificaram CIMs de 64 pg/mL
para C. glabrata, C. tropicalis ¢ C. krusei, com CIMs >128 pg/mL para C. albicans e C.
parapsilosis.

Em nosso estudo, das treze cepas clinicas avaliadas 53,84%(7) apresentaram
resisténcia ao FLC, 57,14%(4) destas cepas apresentaram CIM para o haloperidol < 64 ug/mL.
No entanto, ao avaliar a interacdo aos diferentes antifungicos utilizados na clinica médica, ndo
foi observado uma melhora significativa na inibi¢do, nao melhorando a atividade, mas também
ndo traz prejuizos, pois ndo ¢ antagonista. Isso significa que podem ser utilizados os dois sem
que haja interferéncia na atividade. Foram observadas interagdes sinérgicas em 23,07%
(HAL+FLC), 38,46% (HAL+ITRA) e 15,38% (HAL+ANFO) das cepas clinicas do estudo. Na
associacado HAL+FLC, 69,23% sao de interagdes do tipo indiferente, achado semelhante ao de

Galvis-Marin et al. (2025) ao avaliar a mesma associagdo frente a Malassezia furfur, obtendo
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66,67% de interacdes indiferentes e 33,33% antagonicas, de acordo com a classificagdo de Odds
(2003).

Nossos resultados nos auxiliaram a investigar o possivel mecanismo de ag¢do do
haloperidol contra cepas de C. albicans e C. auris. A viabilidade celular do microrganismo foi
reduzida apds serem tratadas com o farmaco do estudo através da absorcao de iodeto de propidio
(PI). A entrada do PI nas células ocorre ap6s aumento da permeabilidade da membrana, levando
a uma maior absor¢do celular (de Andrade Neto et al., 2020). Com base nisto, este achado
corrobora a possibilidade de danos causados na membrana celular fungica, ocasionando perda de
sua fungdo, o que ocasionou vazamento de fluido e perda do potencial eletroquimico celular,
levando inevitavelmente & morte celular (Sun et al., 2013). A significativa perda da fungdo
mitocondrial apds exposicdo ao haloperidol pode ser indicativo de que as células fungicas
iniciaram o processo de apoptose apds o tratamento.

A apoptose em eucariotos superiores se assemelha a morte ndo necrotica em leveduras,
sendo um dos pardmetros avaliados para tal constatacdo a exposicdo da fosfatidilserina
(marcacdo fluorescente com Anexina V), a qual ocorre na camada externa da membrana
(Grosfeld et al., 2021). Em nossos achados, apos serem tratadas com o farmaco de estudo em
ambas as espécies foi verificado um aumento significativo (p<0,01) de células positivas para
anexina V o que conversa com redu¢do da viabilidade celular e perda de fun¢do mitocondrial
pelo fato da célula estd entrando em processo de apoptose.

A sinalizagdo de Ca®" possui uma alta importincia no processo de apoptose em
eucariotos superiores, especialmente relacionados ao reparo da membrana (Cheng et al., 2015).
Alguns estudos apontam que o actimulo de Ca*" mitocondrial e o estresse oxidativo, podem
favorecer a abertura de um poro que possui uma alta condutdncia na membrana mitocondrial
interna, causando uma transi¢ao de permeabilidade mitocondrial, essa abertura de poro ¢ um
processo dependente de Ca*’, mas fatores como estresse oxidativo e deple¢ao de ATP podem
corroborar neste processo (Crompton, 1999; Orrenius; Gogvadze; Zhivotovsky, 2015;).

As etapas seguintes da abertura do poro sdo inchago osmoético das mitocOndrias e
ruptura da membrana mitocondrial, com isso ocorre a liberagdo de proteinas mitocondriais no
citosol, incluindo o citocromo ¢ (Orrenius; Gogvadze; Zhivotovsky, 2015). Nossos resultados
demonstram um aumento significativo de Ca?" mitocondrial em relagdo as células ndo tratadas

com haloperidol, assim como um aumento do Ca*" no citosol € um aumento significativo de
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citocromo ¢ no citosol em células de C. auris, demonstrando que o tratamento foi capaz de
causar perturbagdes na homeostase do Ca**, o que pode ter ocasionado abertura de poros, seguida
da ruptura da membrana.

Em nossos achados, verificou-se aumento dos niveis Ca*" no citosol, normalmente
associado a desregulacdo osmdtica ou danos a membrana, pode atuar induzindo a expressao de
alguns genes associados aos processos metabolicos essenciais e na resposta ao estresse. Nesta
perspectiva estudos indicam que o influxo de Ca’ " atua na sinaliza¢do e trabalha na tentativa de
recuperagdao da homeostase a danos causados na membrana em cepas de C. albicans (Giuraniuc
et al., 2023; Szymanski et al., 2022).

Mustafa et al. (2024) relataram sobre o papel desempenhado pelo citocromo ¢, um
fator crucial na respiragdo celular e no processo de apoptose, onde o evento de sua saida da
mitocondria para o citoplasma ¢ um importante passo na apoptose, o qual esta ligado a reducao
da atividade do citocromo ¢ oxidase e aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio.
Nossos resultados apontam que o haloperidol causa um aumento do citocromo c a nivel
mitocondrial em ambas as espécies e citosolico apenas em C. auris (p<0,01), bem como uma
intensa despolarizacdo da membrana mitocondrial e aumento significativo de células anexina V
positivas, sendo importantes indicadores pro-apoptoticos o que corrobora com o aumento da
ativacdo da metacaspase em células tratadas com haloperidol.

Uma pesquisa avaliou derivados triazolicos frente C. auris, foi verificado o aumento
do citocromo c¢ citosolico, juntamente a uma reducdo mitocondrial, o que pode indicar uma
interrupcao da cadeia transportadora de elétrons. Essa liberacdo de citocromo ¢ mitocondrial
pode ser o possivel responsavel pelo processo de apoptose em muitos organismos, inclusive
leveduras, pela ativacdo de proteases de caspase (Younus Wani et al., 2023).

Em organismos eucariotos, estudos apontam que o estresse oxidativo mitocondrial
causa danos ao mtDNA , impactando a cadeia de transporte de elétrons, como consequéncia
afeta negativamente a producdo de ATP e o equilibrio osmotico do célcio, o que gera ao final um
aumento do estresse oxidativo (Kowalczyk et al., 2021). Sendo assim, a redugdo de glutationa e
ATP possivelmente resultam do estresse causado pelo HAL, levando o microrganismo a
apoptose. Calaf et al. (2018), ao estudar célula hospedeira de HPV, observou que elevados niveis

de GSH podem conferir um sistema desintoxicante ao dano oxidativo aprimorado.
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A respeito da glutationa (GSH) foi observado que o haloperidol reduz
significativamente (p < 0,05) os niveis dessa proteina por ambas espécies (C. auris e C.
albicans), o que pode ir de encontro ao aspecto de ndo possuir diferenca significativa ao controle
em relagdo a expressao do gene GLR1 (glutationa redutase), uma vez que o GSH ¢ fundamental
para sua sintese. Para a defesa ao estresse oxidativo, as mitocondrias desenvolveram um sistema
antioxidante, que atua neutralizando o acumulo de espécies oxidativas de oxigénio (ROS), neste
contexto um dos mecanismos antioxidantes mitocondriais ¢ o sistema da glutationa (GSH)
(Ribas; Garcia-Ruiz; Fernandez-Checa, 2014).

Os impactos causados pelo estresse oxidativo em organismos também causou alteracao
nas fases do ciclo celular em ambas espécies de Candida se mostram semelhantes quando
tratadas com haloperidol, apresentando uma significativa mudanga na fase G1 e S, onde na
primeira foi observado uma diminui¢do de células em G1 e acimulo na fase S. Este dado esta
possivelmente associado ao estresse sofrido pelo tratamento, consequentemente, indica dano ao
DNA (fragmentagdo) e retardamento do ciclo. Associado a isso, o aumento da fase Sub-G1 pode
indicar estagios iniciais de apoptose, onde este aumento pode esta correlacionado a detecg¢do de
de DNA hipodiploide e pode ser interpretado como uma fragmentacdo do DNA sofrido pelo
estresse causado pelo tratamento, o que ¢ refor¢ado nos teste de cometa e TUNEL (De Andrade
Neto et al., 2018; Jun; Choi; Shin, 2006).

Papadopoulos et al. (2020), ao avaliar a acdo do haloperidol em células tumorais,
células eucariotas, observou que ndo houve inducao de células Sub-G1, mas houve uma parada
de G2/M. Com o auxilio dos resultados de coloragdao de iodeto de propideo/anexina V foi
constatado que o HAL aumentou significativamente (p<0,01) a porcentagem de células sofrendo
apoptose, que corrobora com o aumento significativo de células anexina V positivas do nosso
estudo.

Em situagdes de estresse intenso, danos ao DNA também podem ser evidenciados, a
morte do microrganismo por apoptose e necrose, pode ser julgada pelo aumento da populagdo de
células TUNEL positivas, bem como com células coradas com Anexina V e pela avaliagdo da
viabilidade celular (células PI positivas). (Grosfeld et al., 2021). Os resultados vistos em nosso
estudo apontam justamente para isto, uma vez que nossos resultados de células TUNEL positivas

aumentaram em relacdo ao controle (p<<0,01), como este teste verifica a fragmentacdo do DNA,
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principalmente associado ao processo de apoptose, juntamente com os dois dois parametros
acima citados, também corroboram com este evento.

Seguindo este raciocinio, foi estudado o efeito do haloperidol sob a metilagao global
do DNA em espécies de Candida spp., uma vez que este processo pode estar associada a
protecao de danos sofridos, mas que também podem levar a distirbios epigenéticos impactando
negativamente organismo (Gryzinska et al., 2023). Em nossos resultados, o haloperidol causou
um aumento significativo (p < 0,01) e intenso na metilagdo global do DNA de ambas as espécies
avaliadas neste estudo.

Modificagdes como a metilagdo sdo pds-traducionais na epigenética, ocorrendo em
proteomas especificos (Gupta et al., 2020). A metilagdo do DNA pode influenciar no
silenciamento ou ativagcdo de genes, estando envolvida em processos de desenvolvimento de
resisténcia, adaptacdo e sobrevivéncia, logo a exposicao a molécula de estudo pode ter causado a
metilagdo do DNA como um mecanismo para tentar sobreviver ao intenso estresse oxidativo.

Segundo Zhang et al., (2025) ao avaliar a exposi¢ao e perfil epigenético de C. auris a
diferentes antifungicos, foi verificado uma trimetilagdo na histona H3K36 ao ser tratada com
caspofungina (CAF), o que poderia ser uma potencial via de mecanismo de epigenético para o
surgimento de perfil de resisténcia a medicamentos por esta espécie. No estudo de Patra et al.
(2022), ¢ apontado que esse processo de regulagdo epigenética, como metilacdo e acetilagao de
histonas, podem contribuir para o controle de resisténcia fungica a medicamentos antifingicos.
Com base nisto, as cé¢lulas fungicas de Candida tratadas com o haloperidol podem esta sofrendo
intensa metilacdo do DNA como uma alternativa para sobreviver aos impactos causados ou
mesmo resistir & a¢do do mesmo, uma vez que em ambas as espécies foi observado este
comportamento.

Pelos achados acima, as células tratadas com haloperidol demonstram estar sob
estresse oxidativo, logo € importante investigar quais mecanismo de defesa estdo envolvidos.
Nossos resultados apontam um aumento em relagdo ao controle (p<0,01) da expressdao de SOD2,
constatando que a exposi¢do ao haloperidol e o estresse causado induzem sua ativacdo, gene que
codifica a superoxido dismutase mitocondrial, mostrando uma diferente alternativa ao estresse
causado por H,0,. Quando microrganismos ou cé€lulas estdo sob estresse oxidativo, a SOD2 age

exercendo fungdes antioxidantes em resposta a situagdo a qual se encontra (Hu et al., 2025).
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Os genes relacionados ao estresse oxidativo foram expressos em cepas mutantes de C.
albicans ao serem tratadas com haloperidol. A cepa mutante CaplA ndo foi capaz de expressar
significativamente (p>0,01) os genes que foram expressos pela cepas WT e gpx3A, neste
contexto pode indicar o papel da CAP1 na resposta ao estresse em questao. Nos estudo de Wang
et al. (2006), foi demonstrados pelos pesquisadores a proteina Caplp tem papel importante na
resposta ao estresse oxidativo em C. albicans, por meio de multiplas vias, das quais inclui o
sistema de defesa antioxidante celular, a exemplo glutationa redutase, glutationa S-transferase,
tiorredoxina redutase, comprovando o observado no tratamento com haloperidol na cepa mutante
CaplA. Pesquisas indicam que Capl esta envolvido em fungdes celulares essenciais, sugerindo
que a inibicao de Capl pode cessar processos fundamentais, sendo expresso em distintos estagios
de C. albicans: planctonico, hifal e biofilme (Jaiswal & Kumar, 2025).

Os pesquisadores Kos et al. (2016) demonstraram em seu estudo com C. albicans que
em altos niveis de ROS intracelulares aprisionam o Capl em uma forma oxidada intermediaria
(Capl OX"), nesta forma ndo é possivel induzir os genes-alvo que codificam genes
antioxidantes. Nas células de C. albicans tratadas com haloperidol, ndo foi verificada diferenca
significativa com o controle (p<0.01) para o Capl, o que pode indicar que o HAL causou intenso
estresse oxidativo sofrido durante a exposi¢ao da droga.

Os biofilme tem papel importante na resposta ao tratamento da infec¢do, trabalhos na
literatura a respeito que abordam a candidiase sistémica, causada por C. albicans, relatam que
este tipo de infeccdo ¢ uma das principais causas de 6bitos em infecgdes fingicas nosocomiais e
oportunistas graves em pacientes, tamanha gravidade estd relacionada a sua capacidade de
formar biofilme, o que diminui a suscetibilidade as adversidades do ambiente e aumenta a
resisténcia das células fungicas ao tratamento antifingicos. E estimado que a candidiase
sistémica possa ter uma letalidade de até¢ 50% dos pacientes adultos, sendo aproximadamente
30% da populagdo jovem possam vir a morrer anualmente devido a candidiase associada a
biofilmes. Além disso, existem estudos que estimam que infecgdes iniciadas apds a formagao de
biofilmes causadas por Candida possam agravar mais ainda o quadro clinico, causando 100 mil
mortes (Gulati e Nobile, 2016 ; Silva et al., 2017).

Em nossos estudos foi verificado que o tratamento com haloperidol reduziu os
biofilmes formados e em formacgdo das diferentes cepas de Candida spp. resistentes ao

fluconazol avaliadas. Em biofilme pré-formado, foi observado a redu¢do de, pelo menos, 35% da
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viabilidade em todas as cepas avaliadas e em C. auris e C. albicans a redugao minima observada
foi de 56%. Dentre os fatores de viruléncia do género Candida spp., a formagdo de biofilme
possui papel importante em fungos patogénicos, pelo o fato de contribuir para o desenvolvimento
de resisténcia a medicamentos, podendo ser formados tanto em tecidos do hospedeiro quanto em
dispositivos médicos, como em cateteres (Talapko et al., 2021; Wuyts; Van Dijck; Holtappels,
2018).

Foi possivel verificar que o haloperidol foi mais eficiente em reduzir a viabilidade em
biofilmes maduros do que biofilmes em formacao em todas as cepas avaliadas, segundo estudo
de Allen et al. (2016) uma das possiveis explicacdes para tal fato seria a capacidade do
haloperidol se comportar como uma piperidina, um composto organico que tem a capacidade de
dispersar biofilmes, esse comportamento foi observado em bactérias.

Halbrook et al. (2017) avaliou compostos derivados do bromperidol, constatou-se que
um dos compostos com adi¢ao de um grupo Fluor (F) obteve acao frente a biofilmes de Candida
spp. Com doses >128 pg/mL, as cepas testadas eram altamente resistentes a todos os farmacos
testados no estudo, incluindo antifingicos posaconazol e voriconazol com valores de CIM
sésseis (CIM-S) >32 ug/mL em ambos os antifungicos. Em nossos resultados, a concentragdo de
128 pg/mL em C. albicans reduziu 71,9% da viabilidade celular de biofilme formado, nas
demais cepas em essa faixa de concentrag¢do inibiu observou-se um redu¢do da viabilidade de
34,91 a 48,74%.

Segundo Ji et al. (2020) avaliou derivados da molécula do haloperidol e os resultados
revelaram que um dos compostos (B10) conseguiu inibir de forma significativa e
dose-dependente a formacdo de biofilme C. albicans, o mesmo também apresentou atividade
antibiofilme em Cryptococcus neoformans. Além disso, o derivado exibiu inibicdo da transi¢do
da fase leveduriforme para hifal em cepas resistentes de C. albicans, quando associado ao
fluconazol (FLC). Os nossos resultados também indicaram uma maior reducao da viabilidade
celular com aumento da dose utilizada, principalmente nas espécies C. albicans, C. auris e C.

parapsilosis tanto em biofilme maduro quanto em formagao.
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Conclusao

Os nossos resultados, com bases nos diferentes aspectos, apontam que haloperidol
causa estresse oxidativo em cepas de C. albicans e C. auris, induzindo o microrganismo a morte
por meio de apoptose, como consequéncia do intenso impacto causado na homeostase, que num
primeiro momento faz uso dos sua maquinaria para tentar reduzir os danos sofridos. Testes como
Anexina V e TUNEL sdo importantes na confirmagao da apoptose, bem como do ciclo celular
que apontou uma fragmentagdo do DNA. Acredita-se que o haloperidol cause intenso estresse
oxidativo, gerando danos ao DNA e, possivelmente, altera¢des epigenéticas, atuando também na
despolarizagdo da membrana mitocondrial, queda do ATP intracelular, e desequilibrios em
diversos sistemas, como do Ca®’, citocromo ¢ € GSH. A célula, no intuito de conter os danos,
aumenta a expressao dos genes SOD2, porém o dano causado excede a capacidade de defesa do

microrganismo, levando a morte tipo apoptose em Candida spp.
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