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“A persisténcia ¢ 0 menor caminho do éxito”

(Charles Chaplin)



RESUMO

As infeccBes fungicas matam cerca de 1,5 milhdo de pessoas todo ano. Dentre os fungos
patogénicos de importancia médica tem-se as leveduras do género Candida, responsaveis por
taxas de mortalidade que variam de 20 a 50%, principalmente por causarem infecgdes
oportunistas em individuos imunocomprometidos. O fluconazol é um farmaco comumente
utilizado na clinica para o tratamento das candidiases. Com o aumento de cepas resistentes ao
fluconazol, os produtos naturais podem ser uma fonte de compostos bioativos com atividade
antimicrobiana. Sendo assim, este estudo teve por objetivo avaliar a atividade antifingica da
mangiferina diante de cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol. Os ensaios de
microdiluicdo em caldo mostraram que a mangiferina apresenta atividade antifingica diante de
Candida albicans, Candida tropicalis e Candida parapsilosis resistentes ao fluconazol, além
de apresentar atividade sinérgica ou aditiva com fluconazol, itraconazol e anfotericina B,
demonstrada por meio do indice de concentracéo inibitoria fracionada. A mangiferina foi capaz
de melhorar a atividade antibiofilme dos antifangicos frente ao biofilme formado e em
formacdo de Candida spp. resistentes ao fluconazol, por meio do ensaio colorimétrico com
MTT. Ensaios in silico mostraram que a mangiferina apresentou interagcbes com alvos de
Candida albicans responsaveis por mecanismos relacionados a patogénese, como exo-f-(1,3)-
glucanase, CYP51 e complexo de citocromo BC1 de levedura. Ensaios de citometria de fluxo
mostraram que a mangiferina foi capaz de provocar a despolarizacdo de membrana
mitocondrial, aumento das espécies reativas de oxigénio e a externalizacdo da fosfatidilserina,
sugerindo morte celular por apoptose. Por fim, a mangiferina ndo apresentou efeito citotoxico
em células MRC-5 pelo teste alamar blue. Dessa forma, a mangiferina, isolada e combinada a
antifangicos convencionais, apresenta potencial antifingico diante de células plancténicas e

biofilmes de Candida spp. resistentes ao fluconazol.

Palavras-chave: Composto bioativo. Candida. Resisténcia microbiana. Combinacdo de

drogas.



ABSTRACT

Yeast infections kill an estimated 1.5 million people each year. Among the pathogenic fungi of
medical importance, there are yeasts of the genus Candida, responsible for mortality rates
ranging from 20 to 50%, mainly because they cause opportunistic infections in
immunocompromised individuals. Fluconazole is a drug commonly used in the clinic for the
treatment of candidiasis. With the increase of fluconazole resistant strains, natural products can
be a source of bioactive compounds with antimicrobial activity. Therefore, this study aims to
evaluate the antifungal activity of mangiferin against strains of Candida spp. resistant to
fluconazole. The microdilution assays in broth showed that mangiferin has antifungal activity
against Candida albicans, Candida tropicalis and Candida parapsilosis resistant to
fluconazole, in addition to presenting synergistic or additive activity with fluconazole,
itraconazole and amphotericin B, demonstrated by the calculation of the fractional inhibitory
concentration index. Mangiferin was able to improve the antibiofilm activity of antifungals
against preformed and mature Candida spp. resistant to fluconazole, by means of the
colorimetric assay with MTT. In silico assays showed that mangiferin exhibited interactions
with Candida albicans targets responsible for mechanisms related to pathogenesis, such as exo-
B-(1,3)-glucanase, CYP51 and yeast cytochrome BC1 complex. Flow cytometry assays showed
that mangiferin was able to cause depolarization of the mitochondrial membrane, increase in
reactive oxygen species and externalization of phosphatidylserine, suggesting cell death by
apoptosis. Finally, mangiferin showed no cytotoxic effect on MRC-5 cells by the alamar blue
test. Thus, mangiferin, isolated and combined with conventional antifungals, has antifungal

potential against planktonic cells and biofilms of Candida spp. resistant to fluconazole.

Keywords: Bioactive compound. Candida. Microbial resistance. Drug combination.
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1. INTRODUCAO

Apesar de fazer parte da microbiota comensal da pele, mucosa oral, vaginal e
gastrointestinal humana, as leveduras do género Candida sdo um dos principais patdgenos
conhecidos por causarem infecc¢des superficiais e sistémicas (BERKOW; LOCKHART, 2017;
ICHIKAWA et al., 2019; VIEIRA et al., 2018). Essas infeccOes oportunistas costumam
acometer principalmente individuos imunocomprometidos, destacando-se a espécie Candida
albicans como a principal responsével por essas infec¢es. Contudo, o nimero de infeccbes
causadas por C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis e C. krusei vem aumentando e o0 seu
isolamento tornou-se frequente (MARAK; DHANASHREE, 2018; SANTOS et al., 2018a).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou em 2022 uma lista de patdgenos
fangicos prioritarios. Sendo assim, 19 patdgenos fungicos foram classificados e categorizados
em trés grupos prioritarios, sendo C. albicans classificada no grupo de prioridade critica,
enquanto C. parapsilosis e C. tropicalis foram classificadas no grupo de alta prioridade, o que
reforca a necessidade de estudos voltados para esses patdégenos (WHO, 2022).

Dentre os farmacos disponiveis para o tratamento de doencas fungicas, o fluconazol
(FLC) é um dos principais utilizados na clinica para o tratamento das candidiases (NOCUA.-
BAEZ et al., 2020). Contudo, seu uso de forma generalizada, em infeccdes recorrentes e em
tratamentos de longa duracdo tem levado ao aumento de cepas de Candida resistentes ao FLC.
Sendo assim, a falta de novos farmacos antifingicos, o pequeno arsenal de antifungicos
disponiveis e 0 crescente aumento de cepas resistentes, faz necessaria a busca por novas
estratégias antifungicas (BERMAN; KRYSAN, 2020; MARAK; DHANASHRE, 2018).

Uma alternativa a essa problematica é a combinacao de drogas. Essa combinacdo pode
resultar em drogas que poderao agir de forma sinérgica ou aditiva, diminuindo a concentracao
necessaria dos farmacos para atingir o efeito desejado, além de apresentar mecanismo de acdo
em mais de um alvo por vez, dificultando o surgimento de mecanismos de resisténcia (LEE et
al., 2020; MURPHY:; BICANIC, 2021).

Junto a isso, a obtencdo de compostos antifungicos provenientes de produtos naturais
também € uma proposta visada, ja que esses produtos apresentam compostos bioativos, os quais
podem ter atividade antimicrobiana, além de possivelmente apresentar seguranga para uso em
humanos e animais, ter baixo custo e apresentar poucos efeitos colaterais (ASIF et al., 2016;
SANTOS et al., 2018b, SOLIMAN et al., 2017). Os compostos bioativos também podem

apresentar atividades sinérgica ou aditiva com antifungicos tradicionais, representando uma



alternativa promissora contra espécies resistentes aos antifungicos (RODRIGUES et al., 2016;
SANTOS et al., 2018b).

Sendo assim, a Mangiferina (MGF) (1,3,6,7-Tetrahidroxixantona C.-B-D-glucosideo) é
uma xantona encontrada naturalmente em plantas da familia Anacardiaceae e Gentianaceae,
como Mangifera indica (GOLD-SMITH; FERNANDEZ; BISHOP, 2016). Por possuir diversas
atividades terapéuticas, € utilizada na medicina tradicional em alguns paises por apresentar
propriedades antimicrobiana, antioxidante, hepatoprotetora, anticancerigena,
imunomoduladora, antidiabética, hipolipémica e analgésica (IMRAN et al., 2017; KUMAR et
al., 2021).

Alguns estudos ja demonstram que a MGF apresenta tanto atividade antibacteriana
contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Pseudomonas
aeruginosa, dentre outras, quanto antifungica contra Aspergillus niger, Penicillium funiculosum
e C. albicans (ISHAQUE et al., 2022; SAVIKIN et al., 2009; SHEN et al., 2021; SILER et al.,
2014; TCHINDA et al., 2019). Contudo, até o presente momento, ndo ha relatos na literatura
sobre a atividade antimicrobiana da MGF diante de Candida ssp. resistente ao FLC e nem de
sua interacdo com antifungicos convencionais, como azdis e polienos.

Dessa forma, este estudo visa avaliar a atividade antifingica da MGF em cepas de
Candida spp. resistentes ao FLC, tanto na forma plancténica quanto na forma de biofilme, além
de avaliar seu possivel mecanismo de acao contra as células flngicas, sua citotoxicidade e sua
interacdo farmacoldgica quando combinada a antifungicos convencionais, como FLC,
Itraconazol (ITR) e Anfotericina B (Ampho B).

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Género Candida
Taxonomicamente, Candida spp. pertence ao reino Fungi, divisdo Eumycota,
subdivisdo Deuteromycotina, classe Blastomycetes e familia Cryptococcacea (GIOLO;
SVIDZINSKI, 2010). Existem mais de 300 espécies pertencentes ao género Candida. As
espécies patogénicas mais conhecidas sdo Candida albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
glabrata, C. krusei, C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. kefyr e C. lusitaniae. Contudo, é
sabido que outras espécies consideradas ndo patogénicas também ja foram isoladas de materiais
clinicos, assim como novas espécies de importancia médica surgiram, como C. auris, um
patdgeno emergente, que pode causar surtos em hospitais (TAKASHIMA; SUGITA, 2022).
Quanto a sua morfologia, Candida spp. possuem um formato oval (leveduriforme),

apresentando brotamentos durante seu crescimento. Além disso, dependendo da espécie,



também produzem hifas e/ou pseudo-hifas como resultado do crescimento continuo dos brotos,
formando cadeias longas que possuem constri¢do nos septos entre as células, com excecdo da
espécie C. glabrata, que produz apenas blastoconidios. A espécie C. albicans é pleomorfica e
também produz hifas verdadeiras, assim como tubo germinativo, durante a sua incubacdo em
soro a 37°C por 90 minutos (BROOKS et al., 2014).

De modo geral, as espécies desse género crescem em meio &gar, a temperatura de 25°C
a 37°C, em incubacéo de 24 a 72h, produzindo col6nias de textura glabrosa e relevo convexo,
com cor variando de branca a creme, verso e reverso de mesma coloracdo e sem pigmento
difusivel, além de apresentar odor de levedo (BROOKS et al., 2014; SIDRIM; ROCHA, 2004).
Quanto aos aspectos morfoldgicos observados na prova de microcultivo, C. albicans apresenta
blastoconidios em cacho e clamidoconidios, C. tropicalis apresenta blastoconidios em cadeias
simples ou ramificadas, C. parapsilosis apresenta blastoconidios gigantes e pseudo-hifas curvas
e finas e C. glabrata apresenta apenas pequenos blastoconidios (SIDRIM; ROCHA, 2004).

A espécie C. albicans faz parte da microbiota comensal humana, sendo encontrada em
diversos sitios, como nas mucosas orofaringea, intestinal, vaginal e na pele. Em individuos
saudaveis nao costuma causar infecces. Contudo, quando ha uma perturbacdo na homeostase
do organismo humano, essa levedura multiplica-se e invade os tecidos, causando doengas
conhecidas como candidiases, as quais podem ser orofaringea, esofagica, vulvovaginal e
cutanea. Em casos mais graves também pode causar infec¢des invasivas, disseminando-se no
sangue (candidemia), como também no sistema nervoso central, olhos, coragdo, 0ssos e outros
orgdos internos, causando grande mortalidade em individuos imunocomprometidos (LOPES;
LIONAKIS, 2022; TALAPKO et al., 2021; WHO, 2022).

As espécies C. tropicalis e C. parapsilosis também fazem parte da microbiota humana,
assim como também podem causar infec¢Bes invasivas, afetando individuos com doencas
graves e com sistema imunologico debilitado. C. tropicalis destaca-se por afetar a populagédo
pediatrica, principalmente em unidades de terapias intensivas (UTI), mas também possui altas
taxas de mortalidade em adultos. Ja C. parapsilosis destaca-se por causar infecgdes invasivas
em individuos com cancer e que foram submetidos a transplante de 6rgdos ou medula dssea,
afetando também criangas (WHO, 2022).

Por outro lado, o patdgeno emergente C. auris apresenta algumas caracteristicas distinta
das outras especies de Candida. Dentre essas caracteristicas, podemos citar a termotolerancia,
por tolerar altas temperaturas e crescer a 42°C, e a osmotolerancia, por tolerar concentragoes
de sal (NaCl) > 10% (AHMAD; ALFOUZAN, 2021; DU et al., 2020). C.auris também pode

sobreviver em superficies por um longo periodo de tempo e resistir a acdo de alguns



desinfectantes, além de apresentar resisténcia intrinseca a uma ou mais classes de farmacos
utilizados nas infeccGes por Candida spp. (DU et al., 2020; WHO, 2022).

Quanto a sua morfologia, C. auris € um blastoconidio que se reproduz por brotamento.
Contudo, algumas cepas formam agregados celulares, por ndo conseguir liberar as células-filhas
durante o processo de brotamento. Esses agregados sdo semelhantes a pseudo-hifas. Portanto,
C. auris apresenta cepas agregativas e ndo agregativas. Quanto a producéo de hifas verdadeiras,
ainda ndo ha um consenso na literatura sobre isso, mas acredita-se que essas podem ser
produzidas por C. auris em condicdes especificas (AHMAD; ALFOUZAN, 2021; DU et al.,
2020).

Essa espécie encontra-se principalmente na pele de pacientes colonizados, podendo
colonizar também axila, virilha, trato respiratorio e urinario (AHMAD; ALFOUZAN, 2021;
DU et al., 2020). Sua transmissdo costuma acontecer dentro de hospitais, onde é responsavel
por causar candidemias. As infeccGes por C. auris afetam individuos imunocomprometidos,
idosos, pacientes submetidos a cirurgia, hemodialise, ventilacdo mecéanica, nutricdo parenteral
e ao tratamento com antibidticos de amplo espectro, além de individuos com dispositivos
médicos, diabetes e doenca renal cronica, dentre outros fatores (DU et al., 2020; WHO, 2022).
2.2 Epidemiologia das infecgdes por Candida spp.

Apesar de serem subestimadas, as infeccGes fungicas representam grande ameaca a
populagédo, matando cerca de 1,5 milhdo de pessoas todo ano, tendo uma taxa de mortalidade
tdo expressiva quanto a de doengas, como a tuberculose e a maléria (FISHER et al., 2018). O
numero de casos de doencas fungicas graves tem aumentado, devido ao crescimento do nimero
de pessoas imunocomprometidas, destacando-se pacientes oncoldgicos, transplantados e
portadores do virus HIV, e também de idosos (ENOCH et al., 2017; TORTORANO et al.,
2021).

Dentre os principais patdgenos fungicos de importancia médica pode-se destacar as
leveduras do género Candida. A espécie mais associada a infec¢es por Candida spp. é Candida
albicans. Contudo, é possivel notar que nos Gltimos anos, apesar de ainda ser maior em
nameros, as infec¢des por C. albicans vem diminuindo, passando de 57,4% entre 1997 e 2001
para 46,4% entre 2015 e 2016, enquanto hd um aumento no nimero de infec¢Bes causadas por
outras espécies de Candida nao-albicans, como C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C.
krusei e C. auris (DU et al., 2020; FRIEDMAN; SCHWARTZ, 2019; LAMOTH et al., 2018;
PFALLER etal., 2019; VASILYEVA et al., 2018).

A distribuicdo das espécies costuma estar relacionada com sua localizacdo geogréfica.

Na Europa, C. albicans é¢ a maior causadora de infeccGes, correspondendo a 70% dos casos,



seguida por C. glabrata, C. parapsilosis (ambas com 14%), C. tropicalis (7%) e C. krusei (2%).
Ja no Brasil, C. albicans também é a maior causadora de infec¢es, representando 40,9% dos
casos, seguida por C. tropicalis com 20,9%, C. parapsilosis com 20,5% e C. glabrata com 4,9%
(RODRIGUES; GOMES; RODRIGUES, 2020). Nos Estados Unidos h& predominancia de
infeccdes por C. albicans (36%), seguido por C. glabrata (27%), C. parapsilosis (15%) e C.
tropicalis (9%) (CLEVELAND et al., 2015).

Sendo assim, espécie C. glabrata € mais comum na América do Norte, enquanto que C.
parapsilosis € mais comum na America Latina, ambas correspondendo a 24,3% dos isolados
nos respectivos locais. No Mediterraneo a espécie mais comum é C. parapsilosis e na Asia ha
uma maior prevaléncia de C. tropicalis, sendo que na China essa espécie corresponde a 18,7%
dos isolados da corrente sanguinea, atras apenas de C. albicans e C. parapsilosis que
correspondem a 32,9% e 27,1% dos isolados, respectivamente (PFALLER et al., 2019). Além
das areas geogréficas, as infeccdes também estéo relacionadas ao estado de salde da populagéo
analisada, acometendo principalmente pacientes hospitalizados, internados em UTI e
enfermarias, pacientes submetidos a procedimentos cirurgicos e hematoldgicos, e neonatos
(TORTORANO et al., 2021).

Em relacéo as taxas de mortalidade no Brasil, um estudo mostrou que a mortalidade por
candidemia em um hospital no Nordeste brasileiro foi de 55,9%. As espécies mais prevalentes
foram C. albicans (35,5%), C. tropicalis (27,4%), C. parapsilosis (21,6%) e C. glabrata
(11,8%), contudo, as principais responsaveis pelas causas de morte foram C. albicans (61,1%),
e C. glabrata (100%). Além disso, os principais fatores de risco associados a morte por
candidemia foram idade, choque séptico e ventilacdo mecéanica. Esse estudo também mostrou
que, apesar do baixo indice de resisténcia a antifungicos, 20,5% dos isolados eram sensiveis
dose-dependente ao FLC, especialmente C. glabrata, enquanto que a resisténcia a
equinocandinas e Ampho B permanecem raras (MEDEIROS et al., 2019).

No Sudeste brasileiro, a taxa de mortalidade por candidemia em adultos foi de 58,9%
nos ultimos 20 anos, em um estudo restropectivo realizado por Braga et al. (2018), com taxa de
incidéncia de 1,3 episddios a cada 1.000 admissBes. Os principais agentes causadores de
infeccdo foram C. albicans (37,5%), C. tropicalis (28,1%), C. parapsilosis (18,4%) e C.
glabrata (6,9%). Além disso, outro estudo relatou que candidemia est4 associada a maior risco
de morte em adultos, estando associada a fatores de risco, como tempo de internacéo, terapia
renal substitutiva, ventilagdo mecénica e nutricdo parenteral total. A espécie C. parapsilosis
foi a principal causadora de candidemias (HOHMANN et al., 2023).

Em um estudo no Sul do Brasil, C. albicans foi 0 agente mais isolado em candidemias



(49%), seguido por C. parapsilosis (23%) e C. tropicalis (15%). A taxa de mortalidade foi de
48% e de incidéncia foi de 1,2 episddios por 1.000 internacGes (OLIVEIRA et al., 2021).
Reforcando a relevancia das candidemias no cenario brasileiro, no estudo de Dantas et al.
(2021) foi mostrado que a candidiase invasiva foi a segunda maior causa de morte no Brasil em
85 anos e que sua alta incidéncia foi devido a presencga de comorbidades, como cancer, diabetes
e sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA).

Em relacdo a populacéo pediatrica, a incidéncia anual de candidiase invasiva foi de 1,24
casos por 1.000 internacBes em um hospital pediatrico no Sul do Brasil, sendo C. parapsilosis
(35,8%) o principal responsavel por essas infec¢Bes, seguido de C. albicans (29,2%) e C.
tropicalis (21,9%) (RODRIGUES et al., 2022). Outro estudo mostrou que a taxa de mortalidade
por candidemia na populacéo pediatrica foi de 14%, sendo os principais agentes etioldgicos 0s
mesmos relatados no estudo anteriormente citado. Os fatores de risco observados foram
internacdo em UTI, formacao de biofilme, trombocitopenia, doencas cardiacas e insuficiéncia
renal (RODRIGUES et al., 2019).

Em relacdo ao cenario mundial, a espécie C. albicans é o principal agente causador de
infecces invasivas e sistémicas, com mortalidade variando de 20 a 50%, mesmo com a
disponibilidade de antifingicos ativos contra a infec¢do. O tempo de permanéncia no hospital
é em torno de 2 a 4 semanas, podendo durar até 2 meses, dependendo do estado de salde do
paciente. Além disso, é possivel notar ao longo do tempo um aumento nas taxas de resisténcia
aos azois, principalmente em paises de baixa e média renda (WHO, 2022).

As taxas de mortalidade de C. parapsilosis em candidiases invasivas é de 20 a 45%,
sendo um importante patégeno relacionado a colonizacédo de dispositivos médicos, destacando-
se sua capacidade de formar biofilmes em cateteres venosos centrais. Além disso, pode causar
infeccBes em individuos que fazem uso prolongado de nutricdo parenteral, assim como em
recém-nascidos prematuros (TORTORANO et al., 2021; WHO, 2022).

Nos tltimos 10 anos tem aumentado o numero de infec¢des invasivas causadas por C.
parapsilosis, tornando essa a principal espécie de Candida ndo C. albicans causadora de
infeccbes invasivas em algumas regides. A resisténcia a antifungicos dessa espécie &
considerada moderada, com taxas de resisténcia aos azois maiores que 10%. Vale ressaltar que
a formacé&o de biofilmes confere altas taxas de resisténcia a todos os antifungicos (WHO, 2022).

A espécie C. tropicalis acomete mais pacientes oncoldgicos, hematologicos e
hepatopatas cronicos, com altas taxas de mortalidade em adultos, correspondendo de 55 a 60%,
assim como em pacientes pediatricos, correspondendo de 26 a 40%. As taxas de resisténcia aos
azois podem variar de 0 a 20%, mas hé relatos também de taxas de 40 a 80% (TORTORANO
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etal., 2021; WHO, 2022).

Além disso, as candidiases oral, esofagica e vulvovaginal costumam ser mais causadas
com mais frequéncia por C. albicans. As duas primeiras costumam acometer principalmente
pessoas com sistema imunologico debilitado ou com doencas de base, como infeccdo por HIV,
uso de aparelhos ortodonticos, idosos e diabéticos (MAYER; WILSON; HUBE, 2013;
TALAPKO et al., 2021).

Na candidiase vulvovaginal, C. albicans também se destaca como um importante fator
etioldgico, mas outras espécies, como C. parapsilosis e C. tropicalis, também sdo importantes
causadores da doenca e algumas vezes sdo responsaveis por infec¢bes recorrentes por
apresentarem resisténcia aos antifiingicos utilizados nos tratamentos (ZYREK et al., 2021).
Dentre os fatores que predispdem a infeccdo estdo a idade, acometendo principalmente
mulheres jovens sexualmente ativas, fatores hormonais; como aumento da producdo de
estrogeno; gravidez, uso de dispositivos intrauterinos, tratamento com antibiéticos de amplo
espectro e diabetes (CZECHOWICZ; NOWICKA; GOSCINIAK, 2022)

Além de C. albicans, as infeccdes fungicas invasivas também sdo causadas com
frequéncia por C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. kefyr. Devido a sua disseminacéo
pelo organismo, essas leveduras podem causar meningites, infec¢des abdominais e endocardites
em pacientes internados em unidades de terapia intensiva, com nutrigdo parenteral, cancer,
imunodeprimidos e idosos (KHAN et al., 2021; TALAPKO et al., 2021).

A espécie C. auris também se destaca como um importante causador de candidemias
em pacientes criticos internados em enfermarias e UTI por um longo periodo de tempo. As
candidemias por C. auris afetam tanto adultos quanto criancas e apresentam taxas de
mortalidade variando entre 29% e 53%, podendo chegar até 72% (AHMAD; ALFOUZAN,
2021; WHO, 2022). Esse patogeno ja foi isolado em mais de 40 paises, causando surtos em
diferentes hospitais ao redor do mundo, principalmente durante a pandemia da COVID-19
(AHMAD; ALFOUZAN, 2021; DU et al., 2020; WHO, 2022).

Quanto a epidemiologia de C. auris no Brasil, o estudo de Melo et al. (2023), realizado
em um hospital no Nordeste do Brasil entre dezembro de 2021 e margo de 2022, identificou 11
isolados clinico de C. auris obtidos de amostras de urina e swabs de vigilancia axilar e inguinal
de pacientes colonizados. Além disso, todos os isolados eram fortes produtores de biofilme.

Outro estudo, realizado em um hospital do nordeste brasileiro em dezembro de 2020
durante a pandemia da COVID-19, identificou um total de 8 isolados clinicos de C. auris
obtidos de swabs de axila, virilha, narina e orelha de 47 pacientes em UTI. Dentre as superficies

inanimadas analisadas, termometros, grades de camas, monitores de sinais vitais e bandejas
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foram os principais responsaveis pelo isolamento de C. auris. Os isolados de C. auris foram
sensiveis ao FLC, voriconazol, Ampho B e anidulafungina e, de 3 pacientes que apresentavam
candidemia por C. auris e vinheram a 6bito, um ¢btito foi atribuido a essa infeccdo (ALMEIDA
JR etal., 2021).

E importante destacar que C. auris pode apresentar resisténcia intrinseca a uma ou mais
classes de antiflngicos, com altas taxas de resisténcia ao fluconazol (87 a 100%), resisténcia
variavel aos outros azdis e taxas de resisténcia moderada a baixa frente a Ampho B (8 a 35%)
e as equinocandinas (0 a 8%). Ha relatos também de cepas pan-resistentes (AHMAD;
ALFOUZAN, 2021; DU et al., 2020; WHO, 2022). Além disso, a producdo de biofilme
contribui para a resisténcia aos antimicrobianos, para os casos de candidemia, para sua
persisténcia em superficies e transmissao no ambiente hospitalar (AHMAD; ALFOUZAN,
2021).

Vale ressaltar que a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou em 2022 uma lista
de patégenos fungicos prioritarios, levando em consideracdo critérios, como taxa de
mortalidade, incidéncia anual, distribuicdo global atual, internacéo, complicacdes e sequelas,
resisténcia antifingica, prevencdo, acesso a testes de diagndstico e tratamentos baseados em
evidéncias. Ao final, 19 patdgenos fungicos foram classificados e categorizados em trés grupos
prioritarios com base em suas pontuacdes numéricas (WHO, 2022). Sendo assim, C. albicans
e C. auris foram classificadas no grupo de prioridade critica, enquanto C. parapsilosis e C.
tropicalis foram classificadas no grupo de alta prioridade, o que reforca a necessidade de

estudos voltados para esses patdgenos.

2.3 Antifungicos disponiveis contra Candida spp.

As classes de antifingicos disponiveis contra as infeccBes fungicas causadas sdo
polienos, azélicos, equinocandinas, flucitosina e alilaminas (Figura 1) (SANTOS et al., 2018b;
TORTORANO et al., 2021; WHALEY et al., 2017).
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Figura 1- Mecanismo de acéo de antifangicos frente a Candida spp.
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Fonte: Adaptado de SANTOS et al., 2018b.

Os azo6is agem interferindo no processo de biossintese do ergosterol, que ocorre no
reticulo endoplasmatico da célula fangica, ao inibir a enzima lanosterol 14-a-demetilase, a qual
é codificada pelo gene ERG11, provocando o acumulo de esterdis toxicos (14-a-metil-3,6-diol)
na membrana e reduzindo a concentracdo de ergosterol nessa, causando alteragdes estruturais e
funcionais (PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017;
SANGUINETTI; POSTERARO; LASS-FLORL, 2015; SANTOS et al., 2018b).

Os primeiros azéis foram comercializados em 1969. Os azdis apresentam um anel azol
de 5 membros que podem ter 2 ou 3 &tomos de nitrogénio ligados a uma cadeia lateral, o que
0s caracteriza como imidazdis ou triazois, respectivamente. Os imidazois, como cetoconazol,
miconazol, clotrimazol, sdo utilizados para micoses superficiais. Ja os triazdis, como o FLC,
ITR, voriconazol, posaconazol e isavuconazol, podem ser utilizados em variados tipos de
infeccBes fungicas (ALLEN et al., 2015; SANTOS et al, 2018b). Os triazois sistémicos
costumam ser utilizados na prevencdo e tratamento de infec¢bes flngicas em pacientes
imunocomprometidos (NIVOIX; LEDOUX; HERBRECHT, 2020).

Os azais sdo fungistaticos e o FLC é o farmaco pertencente a essa classe mais utilizado
na clinica para o tratamento das candidiases. O FLC (Figura 2) € a droga de escolha para o
tratamento de candidiase esofagica e orofaringea, candidemia em pacientes ndo neutropénicos

ndo criticos e sem uso anterior de azois e candidiase invasiva em pacientes neutropénicos
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(NOCUA-BAEZ et al., 2020). Apesar de apresentar atividade contra a maioria das espécies de
Candida (exceto C. krusei e em menor grau C. glabrata), o FLC apresenta limitagcdes quanto
ao seu espectro de atividade (SABATELLI et al., 2006).

Figura 2 - Representacéo estrutural do Fluconazol

Fonte: PubChem (2023).

O FLC oral e intravenoso surgiu em 1990, apresentando-se seguro para uso e com ampla
utilizacdo clinica. E bem absorvido no trato gastrointestinal, sem sofrer interferéncia do pH
gastrico, apresenta metabolizacdo hepatica, eliminacdo renal e tem a capacidade de se difundir
por liquidos corporais, como no liquido cefalorraquidiano, atingindo até 70% da concentracéao
sérica (ZONIOS, BENNETT, 2008).

Em 1992, surgiu o ITR oral em cépsulas e, em 1997, em solucéo de hidroxipropil-p-
ciclodextrina a 40% para uso oral e intravenoso (ALLEN et al., 2015; NIVOIX; LEDOUX;
HERBRECHT, 2020). O ITR (Figura 3) é lipofilico, portanto é pouco soltvel em agua, sendo
necessaria sua administracdo com ciclodextrina para melhorar sua solubilidade. Aléem disso,
sua absorc¢éo pode ser afetada pelo pH gastrico, tem volume de distribuicéo elevado, eliminacdo
renal, € metabolizado pelo figado, podendo interagir com outros farmacos que séao
metabolizados pela via metabdlica CYP450 (NOCUA-BAEZ et al., 2020). O ITR apresenta
atividade contra Candida spp. e Cryptococcus spp., Aspergillus spp., dermatofitos e fungos
dimorficos (SABATELLI et al., 2006).
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Figura 3 - Representacao estrutural do Itraconazol

Fonte: PubChem (2023).

De modo geral, vale ressaltar que os azoOis também apresentam limitagdes, podendo
apresentar efeito hepatotdxico, podem interagir com outras drogas, ja que inibem as enzimas
do citocromo P450 de mamiferos, além da aquisicdo de resisténcia a essas drogas em algumas
cepas (LEE et al., 2020; SANTOS et al., 2018). Com o intuito de melhorar essa problematica,
alteracbes nas moléculas do FLC e do ITR, da primeira geragdo do triazol, deram origem ao
voriconazol e ao posaconazol, respectivamente, que fazem parte da segunda geracdo e
apresentam atividade antifingica mais potente e especifica, sendo utilizados em tratamentos
sisttmicos (SANTOS et al., 2018).

Os polienos também agem a nivel de membrana celular ao se ligar ao ergosterol presente
nela. Com isso, ha perda de componentes intracelulares, por meio da formacéo de poros, o que
acarreta na morte celular. Os polienos sdo considerados a classe mais antiga utilizada para o
tratamento de infeccgdes sistémicas (LEE et al., 2020; PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON;
ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017; TORTORANO et al.,, 2021). A Ampho B e suas
formulac@es lipidicas (complexo lipidico e lipossomal de Ampho B), além da nistatina e
natamicina fazem parte dessa classe (CAROLUS et al.,, 2020; NIVOIX; LEDOUX;
HERBRECHT, 2020).

A Ampho B (Figura 4) possui atividade fungicida pelo mecanismo de formagé&o de poros
na membrana mencionado anteriormente. Além disso, um outro possivel mecanismo de acdo
ainda estudado desse farmaco, é a sua capacidade de causar estresse oxidativo, contribuindo
com mais danos a célula fangica (MESA-ARANGO; SCORZONI; ZARAGOZA, 2012;
NIVOIX; LEDOUX; HERBRECHT, 2020).
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Figura 4 - Representacao estrutural da Anfotericina B

Fonte: PubChem (2023).

Esse farmaco foi o primeiro antiflngico utilizado para o tratamento de doencas fungicas
invasivas, sendo desenvolvida na década de 1950. Devido aos seus diversos efeitos colaterais,
destacando-se sua nefrotoxicidade, foram criadas formulacg@es lipidicas, durante a década de
1990, com o intuito de reduzir sua citotoxicidade (CAROLUS et al., 2020; NIVOIX; LEDOUX;
HERBRECHT, 2020). Isso ocorre porgue, apesar da Ampho B possuir uma alta afinidade pelo
ergosterol da membrana celular fungica do que pelo colesterol, também ocorre uma ruptura ndo
seletiva da membrana celular dos mamiferos (READIO; BITTMAN, 1982).

A Ampho B tem uso terapéutico para micoses sistémicas e possui um amplo espectro
de atividade contra patdgenos fangicos humanos, como Cryptococcus neoformans, Candida
spp., exceto C. lusitaniae, Aspergillus spp., Histoplasma spp., € 0s agentes das mucormicoses
(CAROLUS et al., 2020; CHANDRASEKAR, 2011; NIVOIX; LEDOUX; HERBRECHT,
2020), sendo considerada uma medicamento padrdo-ouro para o tratamento de pacientes
considerados de risco (SANTOS et al., 2018b). Raramente ocorre resisténcia a Ampho B em
C. albicans, devido as desvantagens evolutivas ocasionadas por essa resisténcia (LEE et al.,
2020).

As equinocandinas comecgaram a ser utilizadas no inicio dos anos 2000, sendo a classe
mais recente de antifungicos sistémicos. Elas agem na parede celular fangica, ao inibir a enzima
B-(1,3)-D-glucana sintase e, consequentemente, a sintese de f-(1,3)-D-glucano, um
polissacarideo presente majoritariamente na parede celular fangica e que estd ausente em

células de mamiferos. Tal inibicdo acarreta em perda da osmolaridade e da integridade da
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parede celular fangica, impedindo o brotamento em leveduras e o crescimento de hifas em
fungos filamentosos (NIVOIX; LEDOUX; HERBRECHT, 2020; TORTORANO et al., 2021).

As equinocandinas tem atividade fungicida e dentro dessa classe podemos destacar
micafungina, caspofungina e anidulafungina (TORTORANO et al., 2021). De modo geral,
esses farmacos possuem atividade contra a maioria das espécies de Candida, até mesmo diante
de C. albicans resistentes ao FLC, além de Aspergillus spp., fungos filamentosos e dimorficos
(NIVOIX; LEDOUX; HERBRECHT, 2020). Além disso, sdo drogas de escolha para o
tratamento de candidiases invasivas, mas nao apresentam atividade contra Cryptococcus spp.
na clinica. Dentre as suas vantagens, as equinicandinas apresentam seguran¢a no uso, agem
seletivamente sobre os fungos, apresentam poucas interacdes medicamentosas e raramente ha
isolados clinicos de Candida spp. resistentes. Contudo, sdo clinicamente utilizadas por
administracdo intravenosa, devido a baixa absorcédo oral (LEE et al., 2020).

Na classe das alilaminas tem-se a terbinafina, que age a nivel de membrana plasmatica
ao inibir a enzima esqualeno epoxidase, levando ao acimulo de esqualeno, um precursor do
ergosterol, consequentemente, diminuindo a quantidade de ergosterol produzido. Tal farmaco
apresenta atividade fungicida e é utilizado contra dermatéfitos, Candida spp., Pityrosporum
spp., alguns fungos filamentosos e dimorficos. Pode ser utilizado em monoterapias para
infecgBes fungicas superficiais e em combinacdo com outros antifungicos em infecgdes
disseminadas (CHOWDHARY et al., 2014; SANTOS et al., 2018b).

Por fim, a flucitosina age na sintese de acido nucléico. Esse farmaco é transportado por
uma permease €, dentro da célula fungica, enzimas codificadas pelos genes FCY1 e FUR1 irdo
converté-lo em 5-fluorouracil e 5-fluorouridina monofosfato, que na sua forma ativa seréo
responsaveis por inibir a timidilato sintetase e, consequentemente, a replicacao e transcrigdo do
DNA e a sintese protéica (ARENDRUP; PATTERSON, 2017; SANTOS et al., 2018b).

A flucitosina € fungistatica e apresenta atividade contra Candida spp., C. neoformans,
agentes das cromomicoses e tem menor atividade contra Aspergillus spp. (PERFECT,;
DURACK, 1982; PFALLER et al., 1994; QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Contudo, a
flucitosina apresenta citotoxicidade, quando utilizada isoladamente, causando efeitos adversos,
como insuficiéncia hepatica e supressdo da medula 6ssea, alem de uma rapida aquisicdo de
resisténcia por Candida spp. Devido a isso, ¢é preferivel seu uso em associagdo com Ampho B,
para evitar tais efeitos (SANTOS et al., 2018b).

2.4 Resisténcia aos azois
A resisténcia aos antiflngicos ocorre quando uma cepa possui uma concentracao

inibitéria minima (CIM) a um dado antifungico maior do que os pontos de cortes clinicos
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especificos ou quando uma cepa possui valor de CIM para um antiflingico maior do que o valor
de CIM apresentado por uma cepa de referéncia (BERMAN; KRYSAN, 2020; LEE et al.,
2020).

Além disso, a resisténcia pode ser intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca
ocorre quando todos os isolados de uma determinada espécie sdo resistentes a um antifingico,
sem que se tenha tido uma exposicdo anterior a esse. A resisténcia de C. krusei ao FLC é um
exemplo de resisténcia intrinseca. Ja a resisténcia adquirida ocorre quando um microrganismo
adquire resisténcia a um antifangico, ao qual anteriormente ele era sensivel, devido a exposi¢do
prolongada (TORTORANO et al., 2021).

Existem alguns mecanismos que culminam em uma resisténcia aos antifngicos (Figura
5). No caso dos azdis, um mecanismo de resisténcia que pode ocorrer € modificacdo da enzima
lanosterol 14 a-desmetilase (CYP51), a qual € codificada pelo gene ERG11 (SANTOS et al.,
2018b). A substituicdo de aminoacidos nessa enzima, devido a ocorréncia de mutacdes
proximas ao sitio catalitico, por exemplo, diminui a afinidade de ligacéo da droga a ela (LEE
et al.,, 2020; REVIE et al., 2018). Mais de 140 substituicdes de aminoacidos na enzima
lanosterol demetilase sdo conhecidas por conferir resisténcia aos azois em C. albicans (LEE et
al., 2020).



Figura 5 - Mecanismos de resisténcia apresentados por Candida spp. frente aos azois
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Além disso, a superexpressdo de ERG11 também confere resisténcia aos azdis, uma vez
que ha um aumento na produgdo de enzimas e diminuicdo da sensibilidade & droga (REVIE et
al., 2018; ROBBINS; CAPLAN; COWEN, 2017). Mutacdes de ganho de funcdo no ativador
transcricional UPC2 em C. albicans, o qual regula genes relacionados a biossintese do
ergosterol, aumentam a expressdo desses genes relacionados a biossintese e a quantidade de
ergosterol produzida, diminuindo a sensibilidade ao FLC (BERMAN; KRYSAN, 2020).

Um outro mecanismo de resisténcia que pode ocorrer em Candida spp. € a resisténcia
aos azois como resposta ao estresse causado pela droga. Tal resisténcia é mediada por ERGS3,

por meio da alteracdo da via de biossintese do ergosterol. Quando o gene ERG3 sofre uma



19

mutacdo de perda de funcdo, é codificada a enzima A-5,6-dessaturase. Devido a isso, ndo ira
ocorrer a conversdo de 14-a-metilfecosterol em 14-a-metil-3,6-diol. Dessa forma, 14-a-
metilfecosterol sera incorporado a membrana plasmatica, sem afetar a funcdo da membrana.
Assim, o ergosterol da membrana plasmatica sera substituido por outro esterol, comprometendo
a atividade antifungica dos azéis (COWEN et al., 2015; LEE et al., 2020; SANTOS et al.,
2018b).

Além disso, mutacbes no gene ERG3 acarretam em uma menor producao de ergosterol,
com aumento de esterdis alternativos, o que pode resultar em resisténcia cruzada a azois e
polienos (COWEN et al., 2015). Alguns reguladores de resposta ao estresse estdo envolvidos
nessa resisténcia, tais como proteina fosfatase calcineurina, proteina quinase pckl e,
principalmente, a chaperona molecular Hsp90 (proteina de choque térmico 90), além de outros
reguladores (LEE et al., 2020).

Por outro lado, hd também a resisténcia aos azois, por meio da regulacdo positiva de
bombas de efluxo presentes na membrana plasmatica fangica. Uma das principais classes de
bombas de efluxo envolvidas na resisténcia é a superfamilia de cassete de ligacdo de ATP
(ABC). A superexpressdao de Cdrl e Cdr2, transportadores ABC homdlogos, conferem
resisténcia aos azois, principalmente quando ha envolvimento de Cdrl. O fator de transcricéo
Tacl regula a expressdao de CDR1 e CDR2. Mutagdes de ganho de funcdo em alelos de Tac 1
provocam a superexpressdéo de CDR1 e CDR2, culminando na resisténcia aos azois.
(BERMAN; KRYSAN, 2020; LEE et al., 2020; REVIE et al., 2018).

Essa resisténcia € observada especialmente em terapias antifungicas de longo prazo,
sendo que a superexpressdo de Cdrl confere resisténcia ao FLC, ITR e cetoconazol, enquanto
que a superexpressao de Cdr2 confere resisténcia ao FLC e cetoconazol, mas ndo ao ITR
(SANTOS et al., 2018b).

Outra classe de bombas de efluxo que conferem resisténcia aos azdis é a superfamilia
do facilitador principal (MF). A resisténcia ao FLC em C. albicans foi relacionada ao
transportador MF conhecido como Mdrl (resisténcia a maltiplas drogas 1), o qual é regulado
pelo fator de transcricdo Mrrl (regulador de resisténcia a maltiplas drogas 1) (BERMAN;
KRYSAN, 2020). O fator de transcricdo Mrrl estd mais fortemente relacionado a resisténcia
ao FLC, de tal modo que sua exclusdo diminui a resisténcia ao FLC mais do que a simples
exclusdo de Mdrl, demonstrando que o fator de transcricdo pode estar relacionado a outros
causadores de resisténcia (LEE et al., 2020). A superexpressdo de transportadores codificados
por MDR1 confere resisténcia especificamente ao FLC (SANTOS et al., 2018b).

Outro fato a ser considerado quanto a resisténcia aos azois, € a plasticidade genémica
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de Candida spp. como resposta a perturba¢Ges ambientais. As alteraces genéticas causadas
por esses estresses provocam aumento do nimero de bombas de efluxo e alteragfes nos alvos
da droga, dentre outros. Em isolados resistentes a azois de C. albicans foi constatada a presenca
comum de uma aneuploidia que consiste na duplicacédo do brago esquerdo do cromossomo 5, 0
que leva a um aumento do nimero de cOpias de ERG11 e TAC1. Outra aneuploidia observada
em cepas de C. albicans resistentes a azois foi o aumento do numero de copias dos
cromossomos 3, 4 e 6, mostrando que a diversidade genémica traz vantagens adaptativas a
cepas de Candida (BERMAN; KRYSAN, 2020; LEE et al., 2020; REVIE et al., 2018).

Por fim, além da resisténcia adquirida, algumas espécies de Candida também podem
apresentar resisténcia intrinseca aos azois, como C. glabrata, C. krusei e C. auris. No caso de
C. glabrata, € possivel observar resisténcia intrinseca ao FLC, que ocorre devido ao aumento
de bombas de efluxo por meio da superexpressao de transportadores ABC. Além disso, essa
espécie também é capaz de realizar transporte ativo de esterdis exdgenos, contornando as
alteragOes causadas pelo FLC na via de biossintese do ergosterol (LEE et al., 2020).

No caso de C. krusei 0s mecanismos de resisténcia intrinseca ainda estdo pouco
elucidados. Contudo, acredita-se que podem estar relacionados a sensibilidade aos azdis de sua
enzima Ergl1 e pela superexpresséo de bombas de efluxo (LEE et al., 2020). Em isolados de
C. auris resistentes aos azo6is foi observado substitui¢des de aminoacidos em alvos de Ergl1,
assim como ocorre em cepas de C. albicans resistentes aos azo6is. Contudo, ainda sdo poucos
0s estudos nessa area (CHOWDHARY et al., 2018; LOCKHART et al., 2019; MONTOYA,;
MOYE-ROWLEY; KRYSAN, 2019).

2.5 Fatores de Viruléncia de Candida spp.

As espécies de Candida possuem diversos fatores de viruléncia, como capacidade de
adesdo, tanto a células quanto a superficies abioticas, producdo de enzimas hidroliticas,
proteases, fosfolipases e hemolisinas, além da formac&o de biofilmes, escape do sistema imune
do hospedeiro, adaptagéo a fatores ambientais desfavoraveis, mudanca fenotipica e capacidade
de filamentagio (CZECHOWICZ; NOWICKA; GOSCINIAK, 2022; GIRELLI; BENEDETTI,
2018).

2.5.1 Mudanca fenotipica

Sabe-se que Candida spp. apresenta crescimento polimorfico, podendo assumir a forma

de blastoconidios, tubo germinativo, hifas e pseudo-hifas dependendo da espécie. Tal

caracteristica possibilita sua adaptacdo as condi¢cdes do ambiente em que se encontra, sendo a
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troca fenotipica influenciada por fatores, como temperatura, pH e disposi¢do de nutrientes e de
oxigénio. Vale ressaltar que esse processo é reversivel (CASSONE, 2015; SUDBERY, 2011).
A mudanca fenotipica desempenha um importante papel para a viruléncia de Candida
spp., por estar relacionada a invasdo e danos ao tecido do hospedeiro, escape do sistema
imunolégico, formacdo de biofilmes e a patogénese in vivo (NOBLE; GIANETTI;
WITCHLEY, 2017). No processo de colonizacgdo e disseminac¢ao no organismo, essas leveduras
costumam apresentar-se na forma de blastoconidio e nos processos de adeséo, invasao tecidual,
secrecdo de enzimas hidroliticas e sobrevivéncia dentro de macréfagos costumam estar
associados a forma filamentosa. E descrito também que a forma filamentosa pode apresentar
menor sensibilidade a antifungicos do que a forma de blastoconidio (CASSONE, 2015; SILVA
etal., 2012; SUDBERY, 2011; TANG et al., 2019). Dessa forma, os blastoconidios representam
a forma comensal de Candida spp. enquanto a sua filamentacdo representa sua forma
patogénica (MAYER; WILSON; HUBE, 2013; TSUI; KONG; JABRA-RIZK, 2016).

Vale ressaltar também que a mudanca fenotipica pode ocorrer quando C. albicans esta
presente em um ambiente com quantidades limitadas de amodnia, sua principal fonte de
nitrogénio (MORSCHHAUSER, 2011). Essa mudanga fenotipica, devido a falta de nitrogénio,
e a captacdo de amonia séo regulados pelo transceptor de amonio metilaménia permease, Mep2
(VAN DEN BERG et al, 2016). Apesar de Mepl e Mep3 também estarem presentes em fungos,
Mep2 tem maior expressdo e sua delecdo exclusiva impacta negativamente na inducdo da
filamentacdo, o que ndo ocorre com a delecdo de seus outros dois paralogos (BRITO et al.,
2020; VAN DEN BERG et al 2016).

2.5.2 Adesao a superficies

O primeiro passo necessario para estabelecer uma infec¢do por Candida spp. é a sua
adesdo a uma superficie, seja ela bidtica ou abiética. E a partir disso que a levedura seré capaz
de invadir os tecidos, bem como formar o biofilme. Alguns fatores estdo relacionados a esse
processo. Um deles diz respeito ao tipo de interacdo entre Candida spp. e a superficie celular,
envolvendo forgas eletrostaticas e hidrofobicidade, as quais vdo depender do tipo de
microrganismo envolvido no processo e quanto a composicdo estrutural da célula, bem como
sua interacdo com o microrganismo (SIKORA et al., 2015; SILVA et al., 2011). Um maior grau
de hidrofobicidade parece favorecer uma melhor adesao a superficies abidticas, como proteses
de composicao acrilica, por exemplo (SILVA et al., 2011; SILVA et al., 2012).

As adesinas presentes na parede celular de Candida spp. também desempenham um

importante papel no processo de adesdo, ao se ligarem aos seus respectivos ligantes
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(GONCALVES et al., 2016; SIKORA et al., 2015). As principais adesinas sdo as proteinas de
sequéncia semelhante a aglutinina (Als), as adesinas epiteliais (Epa), destacando-se a Epal
como a principal representante desse grupo, a proteina 1 da parede da hifa (Hwp1l), presente em
leveduras com capacidade de formar hifas, dentre outras adesinas. Todas essas proteinas séo
relevantes ao processo de adesdo, uma vez que estudos ja demonstraram que a delecdo delas
em cepas mutantes apresentam drastica perda de viruléncia e capacidade de adesdo (SIKORA
etal., 2015; SILVA et al., 2011).

2.5.3 Enzimas hidroliticas

As enzimas hidroliticas secretadas por Candida spp. servem tanto para a obtencéo de
nutrientes quanto auxiliar no estabelecimento da infeccdo, uma vez que elas auxiliam na
degradacdo de moléculas que podem ser utilizados pela levedura, como também permitem a
evasdo do sistema imunoldgico do hospedeiro e ajudam no processo de invasao de tecidos. As
principais enzimas hidroliticas de Candida spp. sdo as proteases, hemolisinas, fosfolipases e
lipases (CZECHOWICZ; NOWICKA; GOSCINIAK, 2022).

Dentre as proteases, 0 grupo mais descrito e relevante para a viruléncia de Candida spp.
sdo as aspartil proteases secretadas (Sap). Essas proteases sdo formadas por um grupo de 10
genes que podem ser encontrados em C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C.
dubliniensis (GONCALVES et al., 2016; SILVA et al., 2011; SILVA et al., 2012).

As Sap estdo relacionadas a formacéo de hifas, mudanca fenotipica, aumento da adesdo
e invasdo de tecidos do hospedeiro, além de degradar algumas proteinas produzidas pelo
sistema imune, como imunoglobulinas, peroxidase, colageno, fibronectina, proteinas do
complemento, dentre outras (HACIOGLU et al., 2019; JAFARI et al., 2017). Vale ressaltar que
a SAP9 e SAP10 ndo sdo secretadas, pois sdo endopeptidases, e sua funcdo esta relacionada a
manter a integridade da parede celular e promover adesdo (SIKORA et al., 2011).

A espécie C. glabrata ndo possui 0s genes Sap, mas sdo capazes de produzir as yapsinas,
que também sdo proteases, que sdo codificadas por 11 genes YPS e tém a funcdo de manter a
integridade da parede celular, adesédo e permitir a sobrevivéncia dentro dos macrofagos
(SIKORA et al., 2011; SIKORA et al., 2015).

As fosfolipases sdo importantes para a invaséo dos tecidos e progressao da infeccéo,
uma vez que promovem a lise dos fosfolipidios da membrana celular, com consequente lise das
células. As lipases sdo responsaveis pela hidrdlise e sintese de glicerdis e estdo relacionadas a
adesdo, invasdo e sobrevivéncia dentro de macrogafos, enquanto as hemolisinas lisam as
hemécias do hospedeiro para obtengdo de ferro (GONCALVES et al., 2016; HACIOGLU et
al., 2019; SILVA et al., 2011; SILVA et al., 2012).
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2.5.4 Biofilmes

A formacdo do biofilme € de grande relevancia para a viruléncia de Candida spp., pois,
além de ser a forma que essas leveduras se encontram naturalmente no ambiente, também
confere resisténcia tanto aos antifngicos quanto ao sistema imunoldgico do hospedeiro
(NOBILE; JOHNSON, 2015; SILVA et al., 2009; TULASIDAS et al., 2018). O biofilme
consiste em uma estrutura tridimensional, complexa, composta por células com diferentes
formas morfoldgicas, em diferentes camadas, envolvida por uma matriz polissacaridica
extracelular (MEC), que podem estar presentes tanto em superficies bidticas quanto abidticas
(CZECHOWICZ; NOWICKA; GOSCINIAK, 2022; PRIYA; PANDIAN, 2020).

Sua formacdo inicia-se com o processo de adesdo das células a uma superficie,
formando a base do biofilme (Figura 6). Em seguida, ocorre a proliferacdo dessas células, com
formacéo de longas estruturas filamentosas e inicio da producdo da MEC. Depois ocorre a fase
de maturacdo do biofilme, na qual a estrutura da MEC apresenta-se bem consolidada e, por fim,
ocorre o rompimento da matriz e dispersdo das células ndo aderentes presentes no biofilme, as
quais se disseminam no organismo do hospedeiro e ddo origem a um novo processo de
formacéo do biofilme em outros locais (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018; MCCALL et al.,
2019; TALAPKO et al., 2021).
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Figura 6- Processo de formacéo do biofilme
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Fonte: Adaptado de TALAPKO et al., 2021.

A matriz polissacaridica extracelular € composta por polimeros e DNA extracelulares,
gque mantém a estrutura do biofilme e permite sua ligacdo a uma superficie (LI et al., 2020;
TALAPKO; SKRLEC, 2020). Além desse componente, a matriz também conta com B-1,3-
glucano que ajuda a conferir resisténcia aos antifungicos, uma vez que impede a interacdo das
drogas com seus respectivos alvos (KARYGIANNI et al., 2020).

Dentro do biofilme, ha canais que permitem a troca de agua e nutrientes, alem de
moléculas que permitem uma comunicacao entre 0s microrganismos presentes ali dentro de
forma coordenada, conhecido como quorum sensing, bem como moléculas autoindutoras que
funcionam como sinais reguladores do crescimento populacional do biofilme, suprimindo genes
alvo quando necessario. Tais caracteristicas permitem que o biofilme tenha um tamanho ideal
e possa também ativar fenétipos de viruléncia (PALUCH et al., 2020; TALAPKO; SKRLEC,
2020).
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Vale ressaltar que a expressao de genes na formacao do biofilme é fundamental tanto
para regular os fatores de transcri¢do para o seu desenvolvimento e caracteristicas de viruléncia,
bem como para regular o metabolismo das células presentes dentro do biofilme, para que essas
possam sobreviver ao estresse oxidativo, a um ambiente com poucos nutrientes e baixas
concentracOes de oxigénio, além de aumentar a expressdo de genes necessarios relacionados a
produgdo de ergosterol, glicolise e metabolismo de acidos graxos (BONHOMME; D’ENFERT,
2013; MURILLO et al., 2005; TALAPKO et al., 2021).

As leveduras Candida spp. s@o importantes formadores de biofilmes em dispositivos
médicos, como cateteres vasculares, cateteres urinarios, proteses articulares e dentérias,
marcapassos, dentre outros. As infecgdes relacionadas com cateteres costumam ser mais
preocupantes, por aumentarem a morbimortalidade de individuos internados, ja que estdo
fortemente associadas a biofilmes fungicos e assim podendo levar a uma candidemia,
aumentando também o tempo de internacdo e os custos do hospital com o tratamento
(ICHIKAWA et al., 2019; PINHATI et al., 2016; RODRIGUES et al., 2020). A formacdo de
biofilmes funciona como uma barreira que protege tais patdgenos contra o sistema imunoldgico
do hospedeiro, bem como de drogas antifingicas, limitando o arsenal de antifungicos eficientes
contra biofilmes (VERA-GONZALEZ; SHUKLA, 2020).

O biofilme é a forma em que Candida costuma ser encontrada na natureza. Mesmo que
na forma planctbnica uma determinada cepa ndo apresente resisténcia intrinseca a um
antifangico, essa cepa em biofilme pode apresentar resisténcia intrinseca a maltiplas drogas,
devido a superexpressdo de genes que codificam bombas de efluxo e por expressarem CDR1 e
MDR1 durante as diferentes fases do biofilme. Podem também apresentar alteracBes na
composi¢do da membrana plasmatica e parede celular e apresentar modifica¢fes nas respostas
ao estresse (BERMAN; KRYSAN, 2020; REVIE et al., 2018).

2.5.5 Fatores de viruléncia de Candida spp. candidatos a alvo de novas drogas antifingicas

A nivel de parede celular, um importante fator de viruléncia das espécies de Candida a
ser destacado é a Exo-B-(1,3)-glucanase, uma hidrolase que esta envolvida no metabolismo do
B-1,3-glucano, um dos principais polissacarideos que compdem a parede celular de Candidia
spp. Essa enzima é responsavel por remodelar a parede celular da levedura (CUTFIELD et al.,
1999). Sabe-se que a parede celular atua na protecdo das células fungicas contra insultos
osmoticos e oxidativos e que alteracbes em sua estrutura podem conferir resisténcia aos
antifangicos (NETT et al., 2007).
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A nivel de membrana plasmatica, destaca-se a CYP51, uma enzima importante para a
via de biossintese do ergosterol em fungos. Alteracdes de afinidade com a CYP51 causadas por
mutacdo e a superexpressdo dessa enzima representam mecanismos de resisténcia aos azdis, o
que a torna um importante alvo para novas drogas (PARKER et al., 2014; RABELO et al.,
2017).

Outro alvo relevante para novos antifingicos € o complexo de citocromo BC1 de
levedura, que desempenha um importante papel na cadeia respiratoria mitocondrial, por
desencadear o processo de geracdo da forca motriz de prétons na membrana interna
mitocondrial, a qual é necessaria para producao de ATP. Sua inibi¢cdo acarreta na ndo producédo
de ATP, com consequente morte celular (JOVIC; SMUC, 2021; MUSSO; FABBRINI;
DALLAVALLE, 2020).

A disfuncdo mitocondrial também esta relacionada ao aumento da producéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e o seu acimulo no espaco intracelular é prejudicial as células.
Assim, enzimas com atividade antioxidante, como a superoxido dismutase, convertem EROs
em compostos ndo prejudiciais a levedura, como o perdxido de hidrogénio e o oxigénio. A
inibicdo dessa enzima desempenha um papel crucial para o acumulo de radicais livres
intracelular, levando a morte celular por apoptose, devido ao estresse oxidativo, 0 que também

a torna um alvo relavante para novas drogas antifungicas (KIM; WOO; LEE, 2019).

Dentre as superdxidos dismutases, pode-se destacar a superoxido dismutase 5, que esta
relacionada a eliminacdo de radicais livres, tanto intracelular quanto extracelular, em C.
albicans, gerados pela respiracdo celular mitocondrial, durante a fase de crescimento
exponencial e na transi¢do para a forma de hifa. Essa enzima é induzida diante de situacoes de
estresse oxidativo ou osmaético e sua delecdo torna a levedura mais suscetivel aos radicais livres,
sendo necessaria para a viruléncia de C. albicans (MARTCHENKO et al., 2004).

O material genético fungico também pode ser um alvo de novas drogas. Um importante
alvo seria a DNA Polimerase de Levedura ETA. E sabido que as DNA polimerases de C.
albicans sdo essenciais para a estabilidade do genoma fungico, desempenhando um importante
papel em sua patogénese, bem como na resisténcia aos azois (PEROUMAL et al., 2019). Outro
alvo relevante € a proteina de teldmero de levedura Cdcl3 OB4. As proteinas Cdcl3 de C.
albicans sdo capazes de se associar ao DNA in vivo e regular o comprimento dos telémeros, ao

manter o equilibrio entre o recrutamento das telomerases no processo de replicacdo e por
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proteger os telomeros, cobrindo suas extremidades, ao formar um complexo com outras
proteinas (GE et al., 2020; YU et al., 2012).

Um outro alvo a ser considerado é a timidilato quinase, uma enzima responsavel pela
biossintese de timidina trifosfato, a qual é um nucleotidio fundamental para o processo de
replicacdo do DNA fungico. A enzima presente em C. albicans apresenta diferencas
bioquimicas com a timidilato quinase de humanos, o que a torna um alvo promissor na busca

por novas drogas especificas contra fungos (HUANG et al., 2019).

Além disso, 0 RNA fungico também pode fornecer possiveis alvos para novas terapias.
Drogas que conseguem interagir com os introns do grupo | do loop J4/5 sdo capazes de agir no
RNA de C. albicans, visto que os loops internos sdo necessarios para a funcionalidade do RNA.
O loop J4/5 é particularmente interessante, pois, além de ser altamente conservado em
eucariotos e procariotos, esta presente nos introns de auto-splicing do grupo I, o qual esta
relacionado com a maturagdo dos ribossomos. Portanto, drogas que interajam com esse alvo
podem inativar o RNA fangico (ZNOSCO et al., 2004).

2.6 Novas estratégias terapéuticas contra Candida spp.

O desenvolvimento de novas drogas antifungicas tem ocorrido de forma lenta, devido a
alguns fatores, como o fato das células fungicas serem eucariéticas e a capacidade do composto
de atravessar a parede celular e membrana plasmética do fungo (PERLIN; RAUTEMAA.-
RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, et al., 2017; REVIE et al., 2018).

A falta de novos farmacos antifungicos, junto com o pequeno arsenal de antifungicos
disponiveis e com o crescente aumento de cepas apresentando resisténcia, faz necessaria a busca
por novos compostos e novas estratégias antifungicas. Uma alternativa é o desenvolvimento de
drogas voltadas contra um alvo especifico do microrganismo, sendo este relacionado ao seu
crescimento ou a um fator de viruléncia, o que ajudaria a preservar 0s microrganismos
comensais do hospedeiro, por ndo agir contra eles, além de aumentar o nimero de possiveis
alvos antifungicos e diminuir a pressao seletiva no surgimento da resisténcia as drogas (CUI el
al., 2015).

Uma outra estratégia visada nos Gltimos anos € o reposicionamento de farmacos ja
disponiveis no mercado, uma vez que o desenvolvimento de novos medicamentos costuma ser
um processo caro e demorado, estimando-se um gasto de US $300 milhGes de délares em um
periodo de 10 anos da descoberta até a regulamentacdo do farmaco. Dessa forma, o

reposicionamento de farmacos € mais vantajoso, uma vez que ja se sabe sobre seu perfil
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farmacoldgico, alvos celulares, mecanismo de agéo, citotoxicidade e seguranca para uso, 0 que
otimiza o tempo de sua aprovacdo regulatéria (KIM et al., 2020).

Alguns estudos investigam também o uso de terapias imunologicas contra candidiases
vaginais, por meio do desenvolvimento de citocinas, anticorpos e imunomoduladores contra
alvos especificos, relacionados a fatores de viruléncia, e, até mesmo, o desenvolvimento de
vacinas anti-Candida (BERNARDIS et al., 2015). Dentre os alvos cotados para o
desenvolvimento de vacinas estdo os antigenos S-glucanos da parede celular e a proteina Als3
(ARMSTRONG-JAMES et al., 2017; EDWARDS et al., 2018).

O uso de peptideos, que consistem em moléculas com atividade antiflngica oriundas de
células do hospedeiro, também sdo uma alternativa explorada. Pequenos peptideos catidnicos
também podem ser obtidos de proteinas maiores que desempenham atividade antimicrobiana.
Seu modo de acdo estd basicamente ligado a sua capacidade de aumentar a permeabilidade da
membrana celular flngica, tendo como alguns exemplos a lisozima, lactoferrina humana,
histatina e defensinas, dentre outras (MEHRA et al., 2012; SANTOS et al., 2018b).

Outra estratégia que pode ser utilizada é a combinacao de drogas, que podem agir de
forma sinérgica ou aditiva, diminuindo a concentracdo necessaria dos farmacos para atingir o
efeito desejado, comparado ao uso de farmacos isolados, além de apresentar mecanismo de acdo
em mais de um alvo por vez, dificultando o surgimento de mecanismos de resisténcia (LEE et
al., 2020; SANTOS et al., 2018b).

A terapia combinada ja € uma realidade no tratamento de algumas doencas, como
tuberculose, maléria e da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (LEE et al., 2020;
ROBBINS; WRIGHT; COWEN, 2016; SPITZER; ROBBINS; WRIGHT, 2017). A
combinacdo de drogas com mecanismos de acdo diferentes proporciona um maior nimero de
alvos visados em processos intracelulares, dificultando o desenvolvimento de resisténcia, uma
Vez que 0 microrganismo precisaria apresentar mutacdes em diversos genes para driblar o efeito
das drogas simutaneamente (LEE et al., 2020; ROBBINS; CAPLAN; COWEN, 2017;
SPITZER; ROBBINS; WRIGHT, 2017).

Ademais, a terapia combinada também pode aumentar o potencial fungicida de drogas
fungistaticas, como os azdis. Ao reduzir o numero de microrganismos, também seria reduzida
a probabilidade do desenvolvimento de uma resisténcia (SPITZER; ROBBINS; WRIGHT,
2017). A partir dessas combinagdes, compostos que isoladamente ndo apresentam efeito sobre
um patégeno, podem levar o microrganismo a morte quando combinados (BERMAN;
KRYSAN, 2020).

A combinacdo de drogas com moléculas que tém como alvo alguns mecanismos de
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resisténcia j& foram reportados na literatura. Dentre elas, podemos citar a iKIX1, uma molécula
capaz de inibir bombas de efluxo, sensibilizando isolados de C. glabrata resistentes aos azois,
e assim melhorando a resposta terapéutica ao uso do FLC (NISHIKAWA et al., 2016).

Os conhecimentos obtidos com a medicina popular permitem investigar a obtencao de
novos compostos antimicrobianos por meio de produtos naturais. Esses produtos podem
apresentar compostos bioativos, 0s quais podem agir sobre o crescimento microbiano, na
integridade da parede e/ou membrana celular fangica, induzir apoptose, dentre outros
mecanismos, além de possivelmente apresentarem seguranga para uso em humanos e animais,
ter baixo custo e apresentar poucos efeitos colaterais evidentes (ASIF et al., 2016; SANTOS et
al., 2018b; SOLIMAN et al., 2017). Além disso, a fitoterapia é uma ferramenta acessivel a
populacdes de baixo poder aquisitivo, sem contar a grande variedade de plantas e de seus
produtos disponiveis mundialmente (SANTOS et al., 2018b).

Ademais, 0s compostos bioativos também podem apresentar atividades sinérgica ou
aditiva com antifungicos tradicionais, representando uma alternativa promissora contra
espécies resistentes aos antifungicos (RODRIGUES et al., 2016). Contudo, o mecanismo de
acao pelo qual essa atividade sinérgica ocorre costuma ser pouco explorada na literatura,
necessitando de mais estudos que se proponham a elucidar tais mecanismos (SANTOS et al.,
2018b).

2.7 Mangiferina

Como uma possivel alternativa para a baixa quantidade de compostos antifingicos
disponiveis contra cepas resistentes, tém-se a MGF (Figura 7) (1,3,6,7-Tetrahidroxixantona C-
B-D-glucosideo), uma xantona encontrada naturalmente em plantas da familia Anacardiaceae
e Gentianaceae, como a Mangifera indica, conhecida popularmente como Mangueira (GOLD-
SMITH; FERNANDEZ; BISHOP, 2016). A manga é um fruto que possui altas concentracfes
de MGF, a qual pode ser encontrada também no cerne, folha, caroco e na casca do caule da
mangueira (FOMENKO; CHI, 2016; IMRAN et al., 2017).
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Figura 7 - Representacdo estrutural da Mangiferina em pH fisioldgico

Fonte: PubChem (2023).

Por possuir diversas atividades terapéuticas, a MGF ¢ utilizada na medicina tradicional
em alguns paises por apresentar propriedades antiviral, antioxidante, hepatoprotetora,
anticancerigena, imunomoduladora, antidiabética, hipolipémica e analgésica. Em Cuba, por
exemplo, Vimang® é um medicamento que contém aproximadamente 20% de MGF, produzido
a partir do extrato aquoso da M. indica e € utilizado por pessoas com diversos tipos de cancer,
devido ao seu potencial antiinflamatorio, antioxidante e analgésico (FOMENKO; CHI, 2016;
IMRAN et al., 2017; SINGH et al., 2012). Ja o Salaretin®, também composto por MGF, é
utilizado no Sri Lanka para ajudar no tratamento da diabetes tipo 2 (SINGH et al., 2012).

Ha relatos na literatura de que a MGF apresenta baixa citotoxicidade (REDDEMAN et
al., 2019; RODEIRO; DELGADO; GARRIDO, 2014) e apresenta atividade antimicrobiana,
tanto contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, como Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Pseudomonas aeruginosa, dentre outras, bem
como contra fungos filamentosos e leveduras, como Aspergillus niger, Penicillium funiculosum
e C. albicans (SAVIKIN et al., 2009; SILER et al., 2014; SHEN et al., 2021; TCHINDA et al.,
2019).

Vale ressaltar que a maioria dos estudos sobre a MGF s&o voltados para sua atividade
antibacteriana, sendo necessario mais estudos que avaliem sua atividade diante de espécies
fangicas de importancia médica, como Candida spp. Portanto, a justificativa desse estudo esta
pautada em explorar o potecial antifungico do composto bioativo MGF, isoladamente e em
combinacdo com antifingicos convencionais, frente a cepas de Candida spp. resistentes ao

FLC, além de investigar seu possivel mecanismos de acéo frente a essas leveduras.
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3. HIPOTESES

3.1 A MGF apresenta atividade antifungica diante de cepas de Candida spp. resistentes ao FLC
na forma planctonica.

3.2 A associacdo da MGF com FLC, ITR e Ampho B reduz a CIM dos antifungicos contra
cepas de Candida spp. resistentes ao FLC na forma planctonica.

3.3 A associacdo da MGF com os antifungicos melhora a atividade antifingica desses contra o
biofilme pré-formado e formado de cepas de Candida spp. resistentes ao FLC.

3.4 A CIM da MGF néo apresenta citotoxicidade.

3.5 A MGF apresenta mecanismo de acdo diante de Candida spp. resistentes ao FLC, por
possivelmente provocar a despolarizacdo da membrana mitocondrial e elevar a producédo de
espécies reativas de oxigénio (EROs).

3.6 A MGF ndo apresenta atividade antifingica frente a cepas de Candida spp. resistentes ao
FLC.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Avaliar a atividade antifingica da MGF isolada e em combinacdo com antifungicos

convencionais frente a cepas de Candida spp. resistentes ao FLC.

4.2 Obijetivos especificos

4.2.1 Determinar a CIM da MGF, FLC, ITR e Ampho B das cepas de Candida spp. resistentes
ao FLC na forma planctonica;

4.2.2 Avaliar o tipo de interagdo farmacoldgica da MGF quando combinada com FLC, ITR e
Ampho B, por meio do indice de concentracdo inibitdria fracionada (ICIF);

4.2.3 Determinar o potencial antibiofilme da MGF, FLC, ITR e Ampho B, isolados e em
combinacdo, em biofilmes pré-formado e formado das cepas de Candida spp. resistentes ao
FLC,;

4.2.4 Avaliar a citotoxicidade da MGF em células MRC-5;

4.2.5 Avaliar o possivel mecanismo de acdo da MGF em cepas de Candida spp., por meio de
técnicas de citometria de fluxo e docagem molecular.

4.2.6 Avaliar os danos estruturais causados pela MGF isolada e em combinacdo com FLC, ITR
e Ampho B em células planctonicas de C. albicans resistente ao FLC, por meio da microscopia

eletrbnica de varredura (MEV).
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O fluxograma a seguir mostra a metodologia utilizada resumidamente (Figura 8).

Figura 8- Fluxograma da metodologia utilizada

|

Fonte: Autoria propria (2023).

MGF: 1.024 - 0,25 pg/mL; FLC: 64 - 0,125 pg/mL;

i ITR e Ampho B: 16 - 0,0315 pg/mL

MGE, FLC, ITR, Ampho B, MGF + FLC, MGF + ITR

e MGF + Ampho B

Checkerboard } MGF + FLC, MGF + ITR e MGF + Ampho B
MEV }

Biofilme e MGF + Ampho B

Biofilme em
formagdo MGF, FLC, ITR, Ampho B, MGF + FLC, MGF + ITR
formado

Citometria de Viabilidade celular, potencial transmembrana mitocondrial,
fluxo produgdo de EROs e marcagao com anexina V

Docagem

levedura, DNA polimerase de levedura ETA, introns do grupo I
molecular

do Loop J4/5, proteina dos telémeros de levedura Cdc13 OB4,
timidilato quinase, superoxido dismutase 5, Mep2 e ALS3

} Exo-B-(1,3)-glucanase, CYP51, complexo de citocromo BC1 de

Alamar Blue } Concentragdo inibitoria de 50% em células MRC-5

Teste hemolitico

5.1 Microrganismos e farmacos utilizados

Foram utilizadas 14 cepas de Candida spp., sendo 3 cepas de C. albicans, 4 cepas de C.

tropicalis, 4 cepas de C. parapsilosis, 1 cepa de C. glabrata, todas essas provenientes de

isolados clinicos, e 2 cepas controles provenientes de American Type Culture Collecion
(ATCC), C. krusei ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019. Todas as cepas pertencem ao

Laboratdrio de Bioprospecgdo de Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN) da Universidade

Federal do Ceara (UFC). As cepas foram incubadas a 35°C por 24 h em agar Sabouraud

dextrose (Himedia, Mumbai, india) (SILVA et al., 2013). Em relacdo aos farmacos, foram

utilizados o composto MGF e os farmacos FLC, ITR e Ampho B, todos obtidos comercialmente
da Sigma-Aldrich (USA). O FLC foi solubilizado em agua destilada estéril e MGF, ITR e
Ampho B foram solubilizados em Dimetilsulféxido (DMSO), com concentragido < 2,5%. O



34

projeto foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o cédigo ABB9F08.
5.2 Teste de sensibilidade antifiingica (TSA)

O teste de sensibilidade antifingica foi realizado por microdilui¢cdo em caldo, de acordo
com o protocolo M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). O FLC
foi testado na faixa de concentracgdo de 0,125 - 64 pg/mL, enquanto que ITR e Ampho B foram
testados na faixa de concentracdo entre 0,0315 - 16 pg/mL e a MGF na faixa de 0,25 - 1.024
pg/mL. As microplacas com 96 pocos foram incubadas a 35°C por 24 h e os resultados lidos
visualmente, conforme recomendagdo do CLSI (2012). A CIM foi considerada a menor
concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento fungico para a MGF, FLC e ITR. Para a
Ampho B, a CIM foi considerada a menor concentracdo capaz de inibir 100% do crescimento
fangico. As cepas com CIM > 8 ug/ mL para FLC foram consideradas resistentes (CLSI, 2012).
5.3 Ensaio de checkerboard

Foi utilizada a técnica de checkerboard, na qual cada poco da placa de cultura contém
uma combinacdo Unica de diferentes MGF, FLC, ITR e Ampho B (ODDS, 2003). A interacao
entre as drogas foi determinada pelo célculo do indice de ICIF: ICIF = [CIMa combinado] / [CIMa
sozinho] + [CIMB combinado] / [CIME sozinho], Sendo [CIMa combinado] € [CIME combinado] 05 CIMs da
MGF e dos antifungicos em combinacéo, e [CIMa sozinho] € [CIMB sozinho] 05 CIMs da MGF e
dos antifungicos isolados. A interacdo entre as drogas foi definida como sinérgica (SIN) (ICIF
< 0,5), aditiva (ADD) (0,5 < ICIF < 1,0), indiferente (IND) (1,0< ICIF < 4,0) ou antagonista
(ANT) (ICIF > 4,0) (JORGE et al, 2017).

5.4 Ensaios com biofilme

O biofilme foi realizado conforme descrito por Pierce et al. (2008), com algumas
modificacdes. Foram utilizadas as cepas C. albicans 2, C. tropicalis 2 e C. parapsilosis 2.
Foram analisadas as atividades antibiofilme da MGF isolada (CIM, 2x CIM, 3x CIM), da MGF
associada ao FLC, ITR, Ampho B (CIM, 2x CIM, 3x CIM) e dos antifangicos isolados no CIM
de cada espécie. Na combinagdo com FLC, foram considerados os valores de MIC obtidos no
TSA para cada uma das trés espécies representativas. Ja na combinagdo com ITR e Ampho B
foram considerados os valores de CIM obtidos no checkerboard para cada espécie. Os inoculos
das cepas de Candida spp. e diferentes concentragdes das drogas foram adicionados aos pocos
no mesmo dia e as placas foram incubadas por 24 h a 35°C, para o biofilme em formacéo. Ja
no biofilme formado, as diferentes concentracdes das drogas foram adicionadas aos pocos
contendo biofilme viavel de 24h e as placas incubadas a 35°C por 24h. A viabilidade celular de

ambos os biofilmes foi avaliada por ensaio colorimétrico de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
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il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT; 1 mg/mL). As placas foram lidas no espectrofotdmetro leitor de
microplacas Biochrom Asys UVM 340 (Biochrom Ltd., Cambridge, UK) a 492 nm (SA et al.,
2020). A reducéo do crescimento foi comparada ao poco que estava livre de farmaco.
5.5 Ensaio de citotoxicidade
5.5.1 Avaliagéo da viabilidade celular

O teste Alamar Blue foi realizado com células MRC-5 (fibroblastos de pulmé&o) (1 x 10°
células/mL) apds 24h de exposicdo a substancia-teste. A MGF (0,29 a 150 pg/mL) foi
adicionada a cada poco e incubada por tempos apropriados. O grupo controle recebeu a mesma
quantidade de veiculo. Vinte e quatro horas antes do final da incubagdo, 10 puL de solucéo
estoque (0,312 mg/mL) de Alamar Blue (Resazurin, Sigma-Aldrich) foi adicionado a cada
poco. A absorbancia foi medida usando um leitor multiplaca (DTX 880 Multimode Detector,
Beckman Coulter®) e a citotoxicidade da droga foi quantificada como a porcentagem de
absorbancia de controle em 570 nm e 595 nm. Neste teste, a absorbancia do Alamar Blue no
meio de cultura é medida em um comprimento de onda maior € menor. A absorbancia do
préprio meio também é medida nos mesmos comprimentos de onda mais altos e mais baixos.
A absorbancia do meio sozinho é ent&o subtraida da absorbancia do meio mais Alamar Blue no
comprimento de onda mais alto. Este valor € chamado AOnw. A absorbancia do meio sozinho
também é subtraida da absorbancia do meio mais Alamar Blue no comprimento de onda mais
baixo para obter o AOLw. Um fator de correcdo, Ro, pode ser calculado a partir de AOnw €
AOLw, onde Ro = AOLw/AOnw. A porcentagem pela qual Alamar Blue é reduzido por células
viaveis foi expressa da seguinte forma: % reduzido = Arw - (Anw X Ro) X 100 (CAVALCANTI
et al., 2020).
5.5.2 Teste hemolitico

O teste hemolitico foi realizado em placas de 96 pocos seguindo o método descrito por
Berlinck et al. (1996). Cada poco recebeu 50 pl de solugdao de NaCl a 0,85% contendo 10 mM
de CaCl,. O primeiro poco representou o controle negativo (RPMI). No segundo poco, foram
adicionados 50 pL de substancia de teste (MGF) e 50 uL de RPMI. A MGF foi testada nas
concentragfes de 100 e 300 pg/mL. O composto foi diluido em série com NaCl 0,85% até o
11° pogo consecutivo. O tltimo pogo recebeu 50 pL de 0,2% Triton X-100 (em solucéo salina)
para obter 100% de hemolise (controle positivo). Cada pogo recebeu 100 pLL de uma suspensao
a 2% de eritrécitos de camundongos em solugdo salina contendo 10 mM de CaClz. Apds
incubacdo em temperatura ambiente por 3h e centrifugagéo, o sobrenadante foi transferido para
uma nova placa e a hemoglobina liberada foi medida usando um leitor multiplaca (Spectra

Count, Packard, Ontario, Canada) a 540 nm. Os testes foram realizados em triplicado em trés
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ensaios independentes (CAVALCANTI et al., 2020).
5.6 Ensaio de citometria de fluxo

Para o ensaio de citometria de fluxo, foram utilizadas as cepas representativas C.
albicans 2, C. parapsilosis 2 e C. tropicalis 2. As cepas foram incubadas em Agar Sabouraud
por 24h a 35° C, foram suspensas em 5mL de YPD (yeast extract-peptone-dextrose) e re-
incubadas nas mesmas condicGes. Posteriormente, as células foram centrifugadas (2.500 rpm
por 5 min), lavadas trés vezes com uma solucéo salina a 0,85% e, por fim, as células foram
ressuspensas (~10° células/mL) em meio RPMI (SILVA et al., 2013; NETO et al., 2014).

Para determinar a viabilidade celular, avaliar o potencial transmembrana mitocondrial,
producdo de EROs e marcagdo com anexina V, as cepas de Candida spp. resistentes ao FLC
foram expostas a MGF, FLC, ITR e Ampho B isolados nos CIM de cada cepa, além das
combinag¢bes MGF + FLC, MGF + ITR e MGF + Ampho B também nos CIM obtidos nas
combinagOes das drogas para cada cepa. O meio RPMI-1640 foi utilizado como controle
negativo e todas as amostras foram incubadas por 24h a 37°C. Todos os experimentos foram
feitos em triplicata, em dias diferentes, com 10.000 eventos avaliados (SILVA et al., 2013;
NETO et al., 2014).

5.6.1 Determinacao da viabilidade celular

ApoOs a exposicao as drogas por 24h, as células de Candida spp. foram avaliadas pela
exclusao de iodeto de propidio (PI; 2 ug/ml). Para cada experimento, 10.000 eventos foram
avaliados e os detritos celulares foram omitidos da anélise. A fluorescéncia celular foi entdo
determinada por citometria de fluxo usando um citdmetro FACSCalibur flow cytometer
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) (SILVA et al., 2013).

5.6.2 Avaliagdo do potencial de membrana (Aym)

O potencial transmembrana mitocondrial (Aym) foi determinado de acordo com a
retencdo do corante rodamina 123 (Rho 123) pelas cepas fangicas apds 24 h de exposicdo as
drogas. As células foram lavadas com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), incubadas
com Rho 123 (1 pg/ml) a 35°C por 15 min no escuro e, em seguida, lavadas duas vezes com
PBS. Em seguida, as células foram incubadas novamente em PBS a 35°C no escuro por 30 min,
e a fluorescéncia foi medida por citometria de fluxo (FACSCalibur flow cytometer). Para cada
experimento, 10.000 eventos foram avaliados e os detritos celulares foram omitidos da analise
(SILVA et al.,, 2013; NETO et al., 2014).

5.6.3 Deteccdo das espécies reativas de oxigénio (EROs)

Para a deteccdo de EROs produzidas durante 24 horas de exposi¢do aos farmacos, as

células foram incubadas com 20 puM CM-H.DCFDA [5-(e-6)-clorometil-2',7'-
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diclorodihidrofluoresceina diacetato acetil éster] por 30 min no escuro a 35°C. Em seguida, as
celulas foram colhidas, lavadas, ressuspensas em PBS e imediatamente analisadas por
citometria de fluxo FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). A
intensidade de fluorescéncia do DCF € proporcional a quantidade intracelular de EROs formada
(SILVA et al., 2013; NETO et al., 2014).
5.6.4 Marcacao por Anexina V

As células de levedura foram colhidas por centrifugacao e digeridas com 2 mg/mL de
zimoliase 20T (Seikagaku Corp. Japdo) em tampéo de fosfato de potassio (PPB, 1 M de sorbitol,
pH 6,0) por 2 h a 30 °C. Os protoplastos foram entdo corados com Anexina V marcada com
FITC e Pl usando um kit de deteccdo de apoptose FITC-Anexina V (Guava Nexin Kit, Guava
Technologies). Posteriormente, as células foram lavadas com PPB, incubadas por 20 min em
tampao de ligagdo de anexina contendo 5 pL/mL de FITC-Anexina V e 5 uL de PI e analisadas
por citometria de fluxo (FACSCalibur flow cytometer). Para cada experimento (n = 2), 10.000
eventos foram avaliados e os detritos celulares foram omitidos da (SILVA et al., 2013; NETO
etal., 2014).
5.7 Docagem molecular
5.7.1 Preparacéo de ligantes e receptores para simulagdes de docagem

A estrutura quimica da MGF (CID5281647) foi obtida no repositério PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), o confébmero de menor energia foi salvo em pH
fisiolégico utilizando o cddigo MarvinSketch (CSIZMADIA, 1999) e otimizado utilizando o

cddigo Avogadro (HANWELL et al., 2012), configurado para utilizar algoritmo steepest
descente com ciclos de 50 interacdes, aplicando o campo de forca MMFF94 (Merck Molecular
Force Field) (HALGREN, 1996; NETO et al., 2021).
5.7.2 Anélise do possivel mecanismo de acéo in silico

Para investigar o mecanismo de acdo da MGF frente a C. albicans, as estruturas dos
alvos foram obtidas no repositério Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/), PDBs ID 1JIH
(TRINCAO et al., 2001); 1TUT (ZNOSKO et al., 2004); 3RMH (YU et al., 2012), 4N3T
(GLEASON et al., 2014), 1IEQP (CUTFIELD; SULLIVAN; CUTFIELD, 2000), 5AEZ (VAN
DEN BERG, et al, 2016), 5TZ1 (HARGROVE et al, 2017), 5UIV (SINHA; RULE, 2017) e
1KB9 (LANGE, 2001). A estrutura ALS3 de C. albicans também foi selecionada no repositorio
de proteinas Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/), depositada com resolucéo de 1,40 A

e determinada por X-Ray Diffraction (LIN et al. 2014). A preparacdo dos receptores C.
albicans seguiu a metodologia proposta por Silva et al. (2022a), onde foram removidos 0s

residuos, adicionados os hidrogénios polares e as cargas Gasteiger calculadas (GUERRA,


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/potassium-dihydrogen-phosphate
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/sorbitol
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/protoplast
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/protoplast
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/programmed-cell-death
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.rcsb.org/
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2019; LUCIO et al., 2020; YAN et al, 2014) utilizando o c6digo Autodocktools ™ (HUEY;
MORRIS; FORLI, 2012).
5.7.3 Simulacao da docagem molecular

Foram realizadas 50 simulacGes de docking molecular utilizando o codigo
AutodockVina (TROTT; OLSON, 2010), Lamarkian Genetic Algorithm (LGA),
Exhaustiveness 64 (MARINHO et al., 2020) e espaco de simulagdo envolvendo toda a estrutura
dos alvos proteicos através dos eixos (X, Y, z) e size (X, Y, z) descritos na tabela suplementar S1
(Tabela S1). Nas simula¢Ges com a ALS3 o grid box foi centralizado em toda a proteina com
os parametros 102Ax126Ax92A e dimensdes (x, y, z) = (-5,806, 2,952, -13,754). Cada
simulacdo gera 20 poses e a best pose é selecionada através do pardmetro estatistico RMSD
(Root Mean Square Deviation) com valores até 2,0 A (YUSUF et al, 2008) e energia de
afinidade inferior a -6,0 kcal/mol (SHITYAKOV; FORSTER, 2014; SILVA et al, 2021).

5.7.4 Visualizacao dos modos de ligacao e interagdes receptor-ligante

Os codigos UCSF Chimera ™ (PETTERSEN et al, 2004), Discovery studio visualizer
™ viewer (BIOVIA, 2016) e Pymol (DELANO, 2020) foram utilizados para anélise dos dados.
As interacbes moleculares e ligacdes de hidrogénio foram calculadas através do cddigo
Discovery studio visualizer ™ viewer (BIOVIA, 2016).

Os valores das constantes de inibicdo (Ki) foram determinados através da energia de
afinidade de cada complexo formado utilizando a equagdo 1 (KADELA-TOMANEK et al,
2021).

Ki = e(8G/RT)(q)

onde AG ¢ a energia livre de ligacdo em kJ mol™, R (8.32 J mol ™t K™) é a constante do gas, T
(298 K) é a temperatura absoluta e K; é a constante de inibi¢&o.

A forga das ligacOes de hidrogénio foi avaliada utilizando os valores das distancias
entre os atomos doadores e receptores, sendo consideradas ligagdes fortes quando apresentam
distancias entre 2,5-3,1 A, moderada entre 3,1-3,55 A e fraca quando apresentam distancias
superiores a 3,55 A (IMBERTY et al., 1991).

5.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV)
Incialmente, a cepa C. albicans 3 foi repicada em agar sabouraud por 24h a 35°C.
Posteriormente, o indculo foi preparado na escala 0,5 de McFarland e depois foi diluido (5,0 x

102a 2,5 x 102 células/mL). Em seguida, as células de C. albicans foram tratadas com MGF,
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FLC, ITR e Ampho B isoladas e com as combina¢cdes MGF + FLC, MGF + ITR e MGF +
Ampho B, na concentracdo CIM para as respectivas drogas. Apds 24h de incubacdo, as células
planctonicas de C. albicans foram fixados com solucdo de glutaraldeido a 2,5% (Sigma-
Aldrich, MO, EUA) em tampao cacodilato (0,15M) (Electron Microscopy Sciences, PA, EUA),
com adicéo de azul de Alcian a 0,1% (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil), durante a noite a 4C.
As células plancténicas foram entdo lavadas duas vezes com tampéo cacodilato. Em seguida,
foi realizada uma série de desidratacdo alcodlica ascendente: etanol 50, 70, 80, 90, 95 e 100%,
seguido de secagem por 15-30 min. Apos a secagem, as células planctdnicas foram desidratadas
com hexametildissilazano (Sigma-Aldrich) por 30 min e secos durante a noite em dessecador.
As laminulas contendo as células planctonicas foram revestidas com 10 nm de ouro e
observadas em microscépio eletrénico de varredura Quanta FEG 450 em modo de alto vacuo
na Central Analitica da UFC. As imagens foram processadas no software Photoshop CC5
(Adobe) (HOLANDA et al., 2021).
5.9 Anélise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata em dias diferentes. Médias aritméticas
foram utilizados para analise estatistica das varidveis continuas (ICIF). Para verificacdo da
ocorréncia de diferencas significativas entre as concentragdes usadas nos ensaios com biofilme
e no ensaio hemolitico, os dados foram comparados por analise de variancia ANOVA, seguido
pelo teste de Tukey (p<0,05). Ja no ensaio de citotoxicidade, os resultados da concentracéo
inibitoria de cinquenta por cento (Clso) e dos intervalos de confianca de 95% foram obtidos pela
regressao linear. Os dados obtidos nos ensaios de citometria de fluxo foram comparados por
analise de variancia ANOVA, seguido do teste de Newman-Keuls (p <0,05). A anélise de dados
foi realizada pelo programa GraphPad Prism® 6,0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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6. RESULTADOS
6.1 Atividade antimicrobiana da Mangiferina

Em relacdo a atividade antifingica das drogas, foi observado uma variacdo dos valores
de CIM entre as trés espécies. Os valores de CIM para MGF variaram de 0,5 a 341,3 pg/mL,
FLC variaram de 8 a 64 pg/mL, ITR variaram de 0,2 a 5,3 pg/mL e para Ampho B variaram de
1a5,3 ug/mL (Tabela 1).

Tabela 1 - Atividade antifungica da Mangiferina e dos antiflngicos frente as cepas de Candida
spp. resistentes ao fluconazol

Valores de CIM

Cepas

MGF FLC ITR Ampho B

(Mg/mL) (Mg/mL)  (ug/mL) (Mg/mL)

CIMso09% CIMso09% CIMs09 CIM100%
C. albicans 1 0,5 26,7 2,7 2,0
C. albicans 2* 21,3 26,7 0,7 2,7
C. albicans 3** 341,3 32,0 0,7 2,0
C. tropicalis 1 53,3 16,0 2,0 5,3
C. tropicalis 2* 42,7 26,7 0,6 3,3
C. tropicalis 3 53,3 26,7 2,3 1,0
C. tropicalis 4 53,3 32,0 2,3 2,0
C. parapsilosis 1 53,3 16,0 0,2 1,2
C. parapsilosis 2* 42,7 26,7 0,5 1,0
C. parapsilosis 3 53,3 21,3 2,0 5,3
C. parapsilosis 4 149,3 8,0 0,3 1,3
C. glabrata 2,0 64,0 5,3 3,3
C. parapsilosis (ATCC 53,3 1,0 1,2 2,0

22019)
C. krusei (ATCC 6258) 42,7 16,0 0,7 2,7
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Valor da concentracdo inibitéria minima capaz de inibir 50% (CIMsg) do crescimento flngico, apds incubacédo por
24h, da Mangiferina (MGF), Fluconazol (FLC) e Itraconazol (ITR) em pg/mL e a concentracéo inibitéria minima
capaz de inibir 100% (CIMzq0) do crescimento flngico, ap6s incubagéo por 24h, da Anfotericina B (Ampho B) em
pg/mL. C. parapsilosis (ATCC 22019) e C. krusei (ATCC 6258) foram utilizadas como controle. As cepas com
(*) foram escolhidas como cepas representativas de cada espécie para os ensaios de biofilme e citometria de fluxo.
A cepa com (**) foi utilizada na microscopia eletrdnica de varredura (MEV).

6.2 Interacdo da Mangiferina com os antifungicos

MGF apresentou aproximadamente 7,1% (n = 1) de atividade sinérgica com FLC,
28,6% (n = 4) como ITR e 42,9% (n = 6) com Ampho B. MGF apresentou atividade aditiva
em aproximadamente 57,1% (n = 8) das cepas com 0 FLC, 64,3% (n =9) com ITR e 50% (n =
7) com Ampho B. MGF foi indiferente na interacdo com FLC em aproximadamente 35,7% (n
= 5) das cepas e em 7,1% (n = 1) com ITR e Ampho B, respectivamente. N&o foi observado

antagonismo da MGF com nenhuma das drogas analisadas (Tabela 2).



42

Tabela 2 - Interacdo resultante das combinac6es entre a Mangiferina e os antifingicos

Cepas MGF/FLC ICIF Interpretacio MGF/ITRA ICIF Interpretacdo  MGF/  ICIF Interpretacéo
Ampho B
C. albicans 1 0,2/13,3 0,9 ADD 0,4/2,2 1,6 IND 0,5/2,0 2,0 IND
C. albicans 2* 21,3/26,7 2,0 IND 10,6/0,3 0,9 ADD 10,6/1,3 1,0 ADD
C. albicans 3** 71,1/6,7 0,4 SIN 170,6/0,3 0,9 ADD 71,1/0,4 0,4 SIN
C. parapsilosis 1 26,6/8,0 1,0 ADD 26,6/0,1 1,0 ADD 17,8/0,4 0,6 ADD
C. parapsilosis 2* 21,3/133 1,0 ADD 17,8/0,2 0,8 ADD 21,3/0,5 1,0 ADD
C. parapsilosis 3 26,6/106 1,0 ADD 8,9/0,3 0,3 SIN 11,1/1,1 0,4 SIN
C. parapsilosis 4 149,3/8,0 2,0 IND 74,6/0,1 0,8 ADD 62,2/0,5 0,8 ADD
C. tropicalis 1 44,4/133 16 IND 13,3/0,5 0,4 SIN 8,9/0,9 0,4 SIN
C. tropicalis 2* 14,2/8,8 0,6 ADD 14,2/0,2 0,6 ADD 10,7/0,8 0,4 SIN
C. tropicalis 3 355/17,8 14 IND 11,1/0,5 0,4 SIN 26,6/0,5 1,0 ADD
C. tropicalis 4 22,2/13,3 0,8 ADD 17,8/0,8 0,6 ADD 13,3/0,5 0,4 SIN
C. glabrata 0,8/26,7 0,8 ADD 0,4/1,1 0,4 SIN 1,0/1,6 1,0 ADD
C. parapsilosis 17,8/0,3 0,6 ADD 17,8/0,4 0,6 ADD 26,6/1,0 1,0 ADD
ATCC2019

C. krusei ATCC 6258 24,9/9,3 1,2 IND 16,0/0,3 0,8 ADD 10,7/0,7 0,4 SIN
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A atividade antiflingica da Mangiferina combinada ao Fluconazol (MGF/FLC), ao Itraconazol (MGF/ITRA) e a
Anfotericina B (MGF/Ampho B) foi avaliada pelo célculo do indice da concentracao inibitoria fracionada (ICIF).
A interacdo entre as drogas foi definida como sinérgica (SIN) (ICIF < 0,5), aditiva (ADD) (0,5 < ICIF < 1,0),
indiferente (IND) (1,0 < ICIF <4,0) ou antagonista (ANT) (ICIF > 4,0). C. parapsilosis (ATCC 22019) e C. krusei
(ATCC 6258) foram utilizadas como controle. As cepas com (*) foram escolhidas como cepas representativas de
cada espécie para os ensaios de biofilme e citometria de fluxo. A cepa com (**) foi utilizada na microscopia
eletrénica de varredura (MEV).

6.3 Atividade antimicrobiana da Mangiferina sobre o biofilme de Candida spp.

Em relacdo a atividade antibiofilme da MGF isolada, ndo houve reducdo
estatisticamente significativa (p<0,05) na viabilidade celular em nenhuma das concentracdes
analisadas diante dos biofilmes pré-formado e formado de C. albicans e C. tropicalis e diante
do biofilme formado de C. parapsilosis. Apenas no biofilme pré-formado de C. parapsilosis
houve reducdo de 9% na concentracdo 3x CIM.

6.3.1 Atividade antimicrobiana das combinacdes diante do biofilme pré-formado de Candida
spp.

Em relacdo a combinacdo MGF + FLC, em C. albicans (Figura 9 A), houve reducao
significativa (p<0,05) da viabilidade de 15% e 55% nas concentracdes 2x CIM e 3x CIM,
respectivamente, em relacdo ao controle. Ndo houve diferenca significativa entre as
combinagdes e FLC isolado. Em C. tropicalis (Figura 9 B) e C. parapsilosis (Figura 9 C), houve
reducdo significativa de 13% e de 19% na concentracdo 3x CIM, respectivamente, em relacéo
ao controle, além de apresentarem maior reducdo da viabilidade, comparando ao FLC isolado.
N&o houve reducdo da viabilidade para FLC isolado em nenhuma das cepas analisadas.

Em relacdo a combinacdo MGF + ITR, houve reducdo significativa da viabilidade
(p<0,05) em todas as concentracOes analisadas para C. albicans (41%, 59% e 80%), C.
tropicalis (13%, 26% e 84%) e C. parapsilosis (39%, 69% e 79%) em relacdo ao controle. No
ITR isolado, houve reducéo significativa de 55%, 14% e 59%, em relagéo ao controle, para C.
albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, respectivamente. Vale ressaltar que houve uma maior
reducdo da viabilidade nas concentracdes 2x CIM (para C. tropicalis e C. parapsilosis) e 3x
CIM (para as trés espécies), comparando ao ITR isolado, apesar dessas concentracdes serem
menores ou parecidas com a do ITR isolado.

Na combinacdo MGF + Ampho B, houve reducéo significativa (p<0,05) da viabilidade
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em todas as concentracGes analisadas de C. albicans (54%, 88% e 91%), C. tropicalis (56%,
85% e 90%) e C. parapsilosis (68%, 69% e 79%) em relacdo ao controle. Na Ampho B isolada,
houve reducéo significativa de 88%, 89% e 49%, em relacdo ao controle, para C. albicans, C.
tropicalis e C. parapsilosis, respectivamente. Em C. albicans e C. tropicalis, ndo houve
diferenca significativa entre as combinacdes e a Ampho B isolada. Apesar disso, nas
concentragdes 2x CIM e 3x CIM para C. tropicalis, foi observada uma reducédo da viabilidade
semelhante ao do antifungico isolado, com uma menor concentragdo de Ampho B. Ja para C.
parapsilosis, todas as combinagdes apresentaram maior reducdo da viabilidade do que o
antifangico isolado, mesmo diante de concentracdes menores ou parecidas a da Ampho B
isolada.

6.3.2 Atividade antimicrobiana das combinagdes diante do biofilme formado de Candida spp.

Na combinacdo MGF + FLC, houve reducdo significativa da viabilidade (p<0,05) de
9%, 15% e 20% na concentracdo 3x CIM para C. albicans (Figura 9 D), C. tropicalis (Figura 9
E) e C. parapsilosis (Figura 9 F), respectivamente, em relagéo ao controle. Para C. parapsilosis,
na concentracdo 3x CIM, houve também maior reducdo da viabilidade, comparando ao FLC
isolado. Para C. albicans e C. tropicalis, ndo houve diferenca significativa entre as combinacgdes
e FLC isolado. N&o houve reducdo da viabilidade para FLC isolado em nenhuma das cepas

analisadas.

Na combinacdo MGF + ITR, houve reducdo significativa da viabilidade de 13% e 71%
nas concentracfes 2x CIM e 3x CIM para C. albicans, em relacdo ao controle. Por outro lado,
houve reducdo da viabilidade em todas as concentracfes analisadas de C. tropicalis (11%, 37%
e 96%) e C. parapsilosis (23%, 37% e 59%) em relagéo ao controle. As concentragdes 2x MIC
e 3x CIM, em C. albicans e C. tropicalis, e todas as concentragdes em C. parapsilosis,
apresentaram maior reducdo da viabilidade do que ITR isolado, mesmo com concentracfes
menores ou parecidas a do antifungico isolado. Nao houve reducdo da viabilidade para ITR

isolado em nenhuma das espécies analisadas.

Na combinacdo MGF + Ampho B, houve reducéo significativa (p<0,05) da viabilidade
em todas as concentragdes analisadas de C. albicans (57%, 59% e 78%), C. tropicalis (48%,
66% e 87%) e C. parapsilosis (33%, 62% e 67%), em relacdo ao controle. Na Ampho B isolada,
houve reducéo significativa de 51%, 55% e 41%, em relacéo ao controle, para C. albicans, C.

tropicalis e C. parapsilosis, respectivamente. Na concentragdo 2x CIM (para C. tropicalis e C.
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parapsilosis) e na concentracdo 3x CIM (para as trés espécies) houve maior reducdo da
viabilidade, comparando a Ampho B isolada, mesmo com concentragdes menores ou parecidas

a do antifungico isolado.

Figura 9 - Atividade da Mangiferina isolada e combinada aos antifngicos frente ao biofilme

de Candida spp
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Atividade da mangiferina sozinha e em combinagdo com antifungicos (FLC, ITR, Ampho B) contra células
agrupadas em biofilmes pré-formado (A, B, C) e formado (D, F, G) de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis,
respectivamente, de acordo com o ensaio MTT. A Mangiferina foi avaliada isoladamente nas concentracbes de
CIM (21,3 pg/mL, 42,7 pg/mL, 42,7 pg/mL), 2x CIM (42,6 ug/mL, 85,4 pug/mL, 85,4 pug/mL) e 3x CIM (63,9
pg/mL, 128,1 pg/mL, 128,1 pg/mL), respectivamente. A Mangiferina foi avaliada em combinagdo com o
fluconazol nas concentrages CIM (21,3 pg/mL MGF + 26,7 ug/mL FLC, 42,7 pg/mL MGF + 26,7 ug/mL FLC,
42,7 pg/mL MGF + 26,7 pg/mL FLC), 2x CIM (42,6 pg/mL MGF + 53,4 pg/mL FLC, 85,4 pg/mL MGF + 53,4
pg/mL FLC, 85,4 pg/mL MGF + 53,4 ng/mL FLC) e 3x CIM (63,9 pg/mL MGF + 80,1 pg/mL FLC, 128,1 pg/mL
MGF + 80,1 pg/mL FLC, 128,1 pg/mL MGF + 80,1 pg/mL FLC), respectivamente, e FLC (26,7 pg/mL para as
trés espécies). A combinagdo com itraconazol foi avaliada nas concentra¢des CIM (10,6 pg/mL MGF + 0,3 pg/mL
ITR, 14,2 pg/mL MGF + 0,2 pug/mL ITR, 17,8 pg/mL MGF + 0,2 ug/mL ITR), 2x CIM (21,2 pg/mL MGF + 0,6
pg/mL ITR, 28,4 pg/mL MGF + 0,4 pg/mL ITR, 35,6 pg/mL MGF + 0,4 pg/mL ITR) e 3x CIM (31,8 pg/mL
MGF + 0,9 pg/mL ITR, 42,6 pg/mL MGF + 0,6 pg/mL ITR, 53,4 pg/mL MGF + 0,6 pg/mL ITR), ITR (0,7
pg/mL, 0,6 pg/mL, 0,5 pg/mL), respectivamente. A combinacdo com anfotericina B foi avaliada nas concentracfes
CIM (10,6 pg/mL MGF + 1,3 pg/mL Ampho B, 10,7 pg/mL MGF + 0,8 ug/mL Ampho B, 21,3 pg/mL MGF +
0,5 pg/mL Ampho B), 2x CIM (21,2 pg/mL MGF + 2,6 pg/mL Ampho B, 21,4 pug/mL MGF + 1,6 pg/mL Ampho
B, 42,6 pg/mL MGF + 1 pg/mL Ampho B) e 3x CIM (31,8 pg/mL MGF + 3,9 pg/mL Ampho B, 32,1 pug/mL
MGF + 2,4 pg/mL Ampho B, 63,9 pg/mL MGF + 1,5 pg/mL Ampho B), Ampho B (2,7 pg/mL, 3,3 pg/mL, 1
pg/mL), respectivamente. (*) representa p<0,05 comparado ao controle, (**) representa p<0,05 comparado ao

antifungico da combinacg&o isolado, na analise por ANOVA seguida do teste de Tukey.
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6.4 Ensaio de citometria de fluxo
6.4.1 Viabilidade celular

Em relacdo a viabilidade das células de Candida spp. apds os tratamentos com MGF,
ITR e Ampho B isolados, foi observada uma reducédo significativa (p<0,05) da viabilidade
celular em todos os tratamentos para C. albicans (1,26+0,07%, 0,78+0,03%, 0,54+0,03%,
respectivamente), C. tropicalis (1,43+0,05%, 0,56+0,01%, 0,62+0,04%, respectivamente) e C.
parapsilosis (1,41+0,04%, 0,53£0,02%, 0,63+0,03%, respectivamente), em relacdo ao controle.
N&o houve diferenca estatistica entre o tratamento com FLC isolado e o controle nas trés cepas
de Candida spp. resistentes ao FLC.

Quanto a associa¢do da MGF com os antifiingicos, houve maior reducao da viabilidade
celular (p<0,05) do que o controle e os antifungicos isolados, mesmo em concentra¢des
menores ou iguais aos valores de MIC das respectivas drogas. Em MGF + FLC, MGF + ITR e
MGF + Ampho B houve reducéo da viabilidade, respectivamente, de 1,68+0,07%, 0,34+0,01%
e 0,42+0,02% para C. albicans, 1,01+0,04%, 0,27+0,01% e 0,37+£0,02% para C. tropicalis e de
0,94+0,07%, 0,41+0,02% e 0,42+0,02% para C. parapsilosis (Figura 10).

Figura 10- Reducdo do namero de células viaveis das cepas de Candida spp. resistentes ao
fluconazol
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Avaliacdo da viabilidade celular por citometria de fluxo das células de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis
tratadas, respectivamente, com Mangiferina (MGF; 21,3 pg/mL, 42,7 pg/mL, 42,7 pg/mL), Fluconazol (FLC; 26,7
pg/mL para as trés espécies), Itraconazol (ITR; 0,7 pg/mL, 0,6 pg/mL e 0,5 pg/mL), Anfotericina B (Ampho B;
2,7ug/mL, 3,3 pg/mL e 1,0 pg/mL), Mangiferina + Fluconazol (MGF + FLC; 21,3/26,7 pg/mL, 14,2/8,8 pg/mL
e 21,3/13,3 pg/mL), Mangiferina + Itraconazol (MGF + ITR; 10,6/0,3 pug/mL, 14,2/0,2 pg/mL e 17,8/0,2 pug/mL)
e Mangiferina + Anfotericina B (MGF + Ampho B; 10,6/1,3 pg/mL, 10,7/0,8 pg/mL e 21,3/0,5 pug/mL), apés 24h
de exposicdo. * representa p < 0,05 comparado ao controle (meio RPMI-1640 + microrganismo) e ** representa

p < 0,05 comparado ao antiflngico isolado, analisado por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls.

6.4.2 Alteragdo no potencial transmembranar mitocondrial de Candida spp.

O tratamento com MGF, ITR e Ampho B isolados foi capaz de alterar o potencial
transmembranar mitocondrial e aumentar significativamente (p<0,05) a despolarizacdo
mitocondrial em C. albicans (23,79+1,63%, 23,28+1,15%, 34,4+1,02%, respectivamente), C.
tropicalis (13,43+£0,57%, 23,18+0,75%, 33,91+0,93%, respectivamente) e C. parapsilosis
(18,33£1,4%, 24,03+£1,48%, 34,92+1,16%, respectivamente), em relacdo ao controle. Nao
houve diferenca estatistica entre o tratamento com FLC isolado e o controle nas trés cepas de

Candida spp. resistentes ao FLC.

De modo geral, as combina¢Ges de MGF com os antifingicos resultaram em uma maior
despolarizacdo mitocondrial (p<0,05) na maioria dos tratamentos, quando comparado ao
controle e aos antifungicos isolados. Em C. albicans, ndo houve diferenca significativa entre
MGF + FLC e o controle, porém houve aumento da despolarizacdo mitocondrial em MGF +
ITR e MGF + Ampho B de 36,85+0,93% e 46,59+1,75%, respectivamente. J4 com as outras
espécies, as combinacbes MGF + FLC, MGF + ITR e MGF + Ampho B aumentaram a
despolarizacdo mitocondrial, respectivamente, em 36,31+2,01%, 42,27+0,83% e 46,62+1,65%
para C. tropicalis e em 39,1+2,14%, 47,67+1,51% e 40,14+0,79% para C. parapsilosis (Figura
11).
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Figura 11 - Avaliacdo do potencial transmembranar mitocondrial das cepas de Candida spp.
resistentes ao fluconazol
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As células foram coradas com Rhodamine 123 (50 nM). As células de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis
foram tratadas, respectivamente, com Mangiferina (MGF; 21,3 pg/mL, 42,7 pg/mL, 42,7 pg/mL), Fluconazol
(FLC; 26,7 ug/mL para as trés espécies), Itraconazol (ITR; 0,7 pg/mL, 0,6 pg/mL e 0,5 pg/mL), Anfotericina B
(Ampho B; 2,7ug/mL, 3,3 pg/mL e 1,0 pg/mL), Mangiferina + Fluconazol (MGF + FLC; 21,3/26,7 pg/mL,
14,2/8,8 pg/mL e 21,3/13,3 pg/mL), Mangiferina + Itraconazol (MGF + ITR; 10,6/0,3 pg/mL, 14,2/0,2 ug/mL e
17,8/0,2 pg/mL) e Mangiferina + Anfotericina B (MGF + Ampho B; 10,6/1,3 pug/mL, 10,7/0,8 pg/mL e 21,3/0,5
pg/mL), apds 24h de exposi¢do. * representa p < 0,05 comparado ao controle (meio RPMI 1640) e ** representa
p < 0,05 comparado ao antifingico isolado, analisado por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls.

6.4.3 Producéo de EROs

Houve aumento significativo na produ¢do de EROs (p< 0,05) no tratamento com MGF,
ITR, Ampho B isolados em C. albicans (17,26+1,73%, 24,09+1,4%, 17,75%0,75%,
respectivamente), C. tropicalis (14,31+0,99%, 24,32+1,21%, 17,67+0,78%, respectivamente)
e C. parapasilosis (13,61+£1,12%, 21,96+1,13%, 18,3+0,42%, respectivamente), em
comparacédo ao controle. Ndo houve diferenca estatistica entre o tratamento com FLC isolado e

o0 controle nas trés cepas de Candida spp. resistentes ao FLC.
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Quanto as combinacdes, todas resultaram em uma maior producdo de EROs, em
comparacao ao controle e aos antiflingicos isolados nas trés espécies. As combinacdes MGF +
FLC, MGF + ITR e MGF + Ampho B aumentaram significativamente (p<0,05) a producéo de
EROs, respectivamente, em 12,24+0,03%, 44,42+1,11% e 26,97+0,97% para C. albicans,
40,04+1,54%, 40,15+1,11% e 25,89+1,5% para C. tropicalis e 45,26+1,29%, 44,33+1,66% e
30,51+0,7% para C. parapsilosis (Figura 12).

Figura 12 - Avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio pelas cepas de Candida
spp. resistentes ao fluconazol
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A porcentagem de formacédo de EROs foi avaliada ap6s o tratamento das células de C. albicans, C. tropicalis e C.
parapsilosis, respectivamente, com Mangiferina (MGF; 21,3 ug/mL, 42,7 pg/mL, 42,7 pg/mL), Fluconazol (FLC;
26,7 ug/mL para as trés espécies), Itraconazol (ITR; 0,7 ug/mL, 0,6 pg/mL e 0,5 pg/mL), Anfotericina B (Ampho
B; 2,7pug/mL, 3,3 pg/mL e 1,0 pg/mL), Mangiferina + Fluconazol (MGF + FLC; 21,3/26,7 pg/mL, 14,2/8,8 pg/mL
e 21,3/13,3 pg/mL), Mangiferina + Itraconazol (MGF + ITR; 10,6/0,3 ug/mL, 14,2/0,2 ug/mL e 17,8/0,2 pg/mL)
e Mangiferina + Anfotericina B (MGF + Ampho B; 10,6/1,3 pg/mL, 10,7/0,8 pg/mL e 21,3/0,5 pg/mL), ap6s 24h
de exposicao. * representa p < 0,05 comparado ao controle (meio RPMI-1640) e ** representa p < 0,05 comparado

ao antifangico isolado, analisado por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls
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6.4.4 Externalizagdo da fosfatidilserina

A MGF e os antifungicos também foram analisados quanto a sua capacidade de
externalizar a fosfatidilserina de células fungicas marcadas com Anexina V, um indicador de
apoptose celular. Sendo assim, houve aumento significativo (p< 0,05) do percentual de células
com a fosfatidilserina externalizada apds os tratamentos com MGF, ITR, Ampho B isolados em
em C. albicans (30,89+2,37%, 43,12+1,22%, 33,81+0,95%, respectivamente), C. tropicalis
(29,87+£3,04%, 44,15+1,42%, 35,55+1,04%, respectivamente) e C. parapasilosis
(30,16£2,13%, 41,51+0,98%, 35,3+1,08%, respectivamente), em comparacdo com o controle.
N&o houve diferenca estatistica entre o tratamento com FLC isolado e o controle em nenhuma
das cepas de Candida spp. resistentes ao FLC.

As combinacBes de MGF com os antifngicos resultaram em maior percentual de
células com a fosfatidilserina externalizada (p<0,05), em comparacdo ao controle e aos
antifungicos isolados, com excecdo de MGF + FLC em C. albicans, na qual ndo houve diferencga
estatistica com o controle. Nas combinagdes MGF + ITR e MGF + Ampho B houve aumento
percentual de 60,99+1,67% e 61,23+0,81%, respectivamente, para C. albicans. Ja com as outras
espécies, as combinacdes MGF + FLC, MGF + ITR e MGF + Ampho B resultaram em aumento
percentual, respectivamente, de 39,99+1,64%, 60,55+0,89% e 53,09+0,86% para C. tropicalis
e de 42,81+0,79%, 52,17+2,03% e 54,6+1,22% para C. parapsilosis (Figura 13).
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Figura 13 - Marcacdo da fosfatidilserina com anexina V em cepas de Candida spp. resistentes
ao fluconazol
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A intensidade de fluorescéncia indica a quantidade de células com externalizacdo de fosfatidilserina. As células
de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis foram tratadas, respectivamente, com Mangiferina (MGF; 21,3
pg/mL, 42,7 pg/mL, 42,7 pg/mL), Fluconazol (FLC; 26,7 pg/mL para as trés espécies), Itraconazol (ITR; 0,7
pg/mL, 0,6 pg/mL e 0,5 pg/mL), Anfotericina B (Ampho B; 2,7ug/mL, 3,3 pg/mL e 1,0 pg/mL), Mangiferina +
Fluconazol (MGF + FLC; 21,3/26,7 pg/mL, 14,2/8,8 pg/mL e 21,3/13,3 pg/mL), Mangiferina + Itraconazol (MGF
+ ITR; 10,6/0,3 pug/mL, 14,2/0,2 pg/mL e 17,8/0,2 pg/mL) e Mangiferina + Anfotericina B (MGF + Ampho B;
10,6/1,3 pg/mL, 10,7/0,8 pg/mL e 21,3/0,5 pg/mL), ap6s 24h de exposicdo. * representa p < 0,05 comparado ao
controle (meio RPMI -1640) e ** representa p < 0,05 comparado ao antiflngico isolado, analisado por ANOVA

seguida do teste de Newman-Keuls.

6.5 Ensaios de docagem molecular
6.5.1 Interacdo da Mangiferina com alvos de C. albicans relacionados a diferentes
mecanismos de acao

Os complexos formados entre a MGF e os alvos C. albicans apresentaram RMSD na
ordem de 1,055 A a 1,861 A, energia de afinidade na ordem de -9,1 kcal/mol a -6,9 kcal/mol,
Kina ordem de 2,14 x 10" a 8,77 x 10 e pKjna ordem de 5,05 a 6,67, conforme mostra a
Tabela 3.



Tabela 3 - Pontuagdes de interagdo de ligagcdo, RMSD, K, pKi, amino&cidos e tipos de interacdo de Mangiferina nos receptores C. albicans

Receptor-Mangiferina Afinidade RMSD Ki pKi Residuo Interagéo Distancia (A)
(kcal/mol) (A)
DNA polimerase de -7,1 1,753 6,26 x10° 520  Lys399A Hidrofdbica 5,47
levedura ETA ?
GlIn 55A Ligacéo de Hidrogénio 3,02
Trp 56A m-Donor Ligagéo de 3,30
Hidrogénio
Val 126A Ligacdo de Hidrogénio 2,31
Asn 400A Ligacéo de Hidrogénio 2,16
Glu 422A Ligacdo de Hidrogénio 2,63
Arg 132A Unfavorable Donor- 2,26
Donor
introns do grupo | do -7,1 1,861 6,26x10° 5,20 Gua 3A m-Donor Ligacdo de 3,25
Loop J4/5° L
Hidrogénio
Proteina de telémero de -6,9 1,456 8,77x10° 5,05 Pro 723B Hidrofobica 5,22
levedura Cdc13 OB4°
Ser 606B Ligacéo de Hidrogénio 2,05
Thr 607B Ligacdo de Hidrogénio 2,43

Arg 711B Ligacéo de Hidrogénio 2,70



Superéxido dismutase 5

(SOD5) ¢

Exo-B-(1,3)-glucanase ©

Mep2

4,46 x 10®

2,14 x 107

9,79 x 10”7

Cys 726B
Tyr 97A

Tyr 29A
Asn 146A
Asn 146A
Phe 144A
Phe 258A
Phe 258A
Phe 229A
Phe 229A
Val 111A
Val 111A
Val 111A
Trp 167A
Asp 180A
Asp 180A
Tyr 303A
Lys 112A

Ligacdo de Hidrogénio
Ligacéo de Hidrogénio

Ligacéo de Hidrogénio
Ligacéo de Hidrogénio
Ligacéo de Hidrogénio

m- 7 Stacked

m- 7 Stacked

m- r Stacked

m- 7 Stacked

m- r Stacked

Hidrofobica

Hidrofobica
Ligacdo de Hidrogénio
Ligacdo de Hidrogénio
Ligacdo de Hidrogénio
Ligacdo de Hidrogénio
Ligacdo de Hidrogénio

Unfavorable Donor-

Donor

2,71
2,48

2,08
2,56
2,74
5,44
4,30
4,84
5,73
5,78
4,38
4,54
3,77
3,64
1,83
2,87
2,27
1,70



CYP51°¢

Timidilato Quinase "

Complexo de Citocromo
BC1 de Levedura'

-8,9

7.4

-8,9

1,055

1,623

1,172

3,00 x 1077

3,77 x 10

3,00 x 107

6,52

5,42

6,52

Ser 63B
Glu 70A
Glu 70B
Ser 74B
Trp 54B
Trp 54B
Trp 54B
Trp 54B
Arg 92A
Tyr 100A
GIn 167A
Asp 13A
ADP 302A
ADP 302A
ADP 302A
MG 303A
MG 303A
MG 304A
Arg 22B

Ligacdo de Hidrogénio
Ligacéo de Hidrogénio
Ligacdo de Hidrogénio
Ligacdo de Hidrogénio
m- r Stacked
m- 7 Stacked
m- 7 Stacked
m- 7 Stacked
Ligacdo de Hidrogénio
Ligacdo de Hidrogénio
Ligacéo de Hidrogénio
m-Anion
m-Anion
m-Anion
m-Anion
= -Cation
= -Cation
Metal-Acceptor
Ligacdo de Hidrogénio

2,28
2,65
2,91
2,89
3,67
3,99
4,13
5,28
2,05
2,60
2,72
3,75
4,39
4,31
4,58
2,53
3,14
2,31
2,92
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Glu 41A
Glu 190B
Gly 212A
Asn 329B
Asn 329B
Asp 386A
Asp 386A

Ligacdo de Hidrogénio
Ligacéo de Hidrogénio
Ligacdo de Hidrogénio
Ligacdo de Hidrogénio
Ligacdo de Hidrogénio
m-Anion

7-Anion

2,49
3,03
1,95
2,45
2,60
3,83
4,71

T ho o0 o

A estrutura cristalina da DNA polimerase de levedura ETA - PDB ID: 1JIH.
A estrutura cristalina dos Introns do grupo | do Loop J4/5 - PDB ID: 1TUT.

A estrutura cristalina da proteina dos telémeros de levedura Cdc13 OB4 - PDB ID: 3RMH.

A estrutura cristalina da Superoxido dismutase 5 (SOD5) - PDB ID: 4N3T.

A estrutura cristalina da Exo-B-(1,3)-glucanase - PDB ID: 1EQP.

A estrutura cristalina da Mep2 - PDB ID: 5AEZ.

A estrutura cristalina da CYP51 - PDB ID: 5TZ1.

A estrutura cristalina da Timidilato quinase - PDB ID: 5UIV.

A estrutura cristalina do Complexo de citocromo BCL1 de levedura - PDB ID: 1KBO.

57
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A MGF formou complexos mais estaveis (menor energia) com os alvos Exo-B-(1,3)-
glucanase (-9,1 kcal/mol), CYP51 (-8,9 kcal/mol) e Complexo de Citocromo BC1 de Levedura
(-8,9 kcal/mol) (Figura 14 a-c). O célculo da constante de inibicdo (Ki) e pKi, mostrou que a
MGF necessitaria de uma menor concentracdo para inibir Exo-B-(1,3)-glucanase, CYP51 e
Complexo de Citocromo BC1 de Levedura, pois estes complexos apresentaram 0s menores
valores Kje maiores pKi (KADELA-TOMANEK et al., 2021)

Figura 14- Complexo de interacdo formado entre a Mangiferina e os principais alvos de C.
albicans
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A figura (a) mostra o complexo de interacdo Mangiferina/Exo-B-(1,3)-glucanase, figura (b) mostra o complexo de
interagdo Mangiferina/CYP51 e a figura (c) mostra o complexo de interagdo Mangiferina/Complexo de citocromo
BCL1 de levedura.

A andlise dos padrGes de interacdo mostrou que o complexo MGF/Exo-B-(1,3)-

glucanase e formado por trés ligacGes de hidrogénio fortes envolvendo os residuos Tyr 29A
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(2,08 A), Asn 146A (2,56 e 2,74 A), trés interacdes z- 7 Stacked com os residuos Phe 144A,
Phe 258A e duas interagdes z- = Stacked com Phe 229A.

O complexo MGF/CYP51 é formado por quatro ligac6es de hidrogénio fortes com os
residuos Ser 63B (2,28 A), Glu 70A (2,65 A), Glu 70B (2,91 A), Ser 74B (2,89 A) e quatro
interacdes 7- 7 Stacked com Trp 54B. O redocking do inibidor VT1 co-cristalizado em CYP51
apresentou valores de 1,857 A (RMSD), -12,0 kcal/mol (energia de afinidade), 1,60 x 107 (K)
e 8,79 (pKij). O sitio de ligacdo é composto pelos residuos Tyr 64, Tyr 118, Leu 121, Thr 122,
Phe 126, lle 131, Tyr 132, Phe 228, Pro 230, Phe 233, Gly 303, lle 304, Gly 307, Gly 308, Thr
311, Leu 376, His 377, Ser 378, Phe 380, Tyr 505, Ser 507 e Met 508 (HARGROVE et al.,
2017). Foi observado que MGF se liga em uma regido diferente do sitio de ligacéo do inibidor
co-cristalizado, indicando um possivel efeito sinérgico com VT1.

O complexo MGF/Complexo de citocromo BCl1 de levedura € formado
predominantemente por ligacBes de hidrogénio fortes envolvendo os residuos Arg 22B (2,92
A), Glu 41A (2,49 A), Glu 190B (3,03 A), Gly 212A (1,95 A), Asn 329B (2,45 e 2,60 A) e
duas interagdes z-Anion com Asp 386A.

O complexo MGF/DNA Polimerase de Levedura ETA é formado por uma interacdo
hidrofobica com Lys 399A, quatro ligacdes de hidrogénio fortes com os residuos GIn 55A
(3,02 A), val 126A (2,31 A), Asn 400A (2,16 A), Glu 422A (2,63 A), uma z-Donor ligagéo
de hidrogénio moderada com Trp 56A (3,30 A) e uma interagido Unfavorable Donor-Donor
com Arg 132A.

O complexo MGF/introns do grupo | do Loop J4/5 é formado por uma z-Donor ligag&o
de hidrogénio moderada com Gua 3A (3,25 A). O complexo MGF/Proteina de telémero de
levedura Cdc13 OB4 é formado por uma interacdo hidrofébica com Pro 723B e quatro ligagdes
de hidrogénio fortes envolvendo os residuos Ser 606B (2,05 A), Thr 607B (2,43 A), Arg 711B
(2,70 A), Cys 726B (2,71 A).

O complexo MGF/ Superoxido dismutase 5 (SOD5) é formado por uma ligacdo de
hidrogénio forte com o residuo Tyr 97A (2,48 A). O complexo MGF/Mep2 ¢ formado por duas
interacdes hidrofobicas com Val 111A, trés ligacdes de hidrogénio fortes envolvendo os
residuos Asp 180A (1,83 e 2,87 A), Tyr 303A (2,27 A), duas ligacdes de hidrogénio fracas
com os residuos Val 111A (3,77 A), Trp 167A (3,64 A) e uma interacio Unfavorable Donor-
Donor com Lys 112A.
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O complexo MGF/Timidilato Quinase é formado por trés ligacdes de hidrogénio fortes
envolvendo os residuos Arg 92A (2,05 A), Tyr 100A (2,60 A), GIn 167A (2,72 A), quatro
interacGes z-Anion com os residuos Asp 13A, ADP 302A, duas interagcdes z-Cation com MG
303A e uma interacdo Metal-Acceptor com MG 304A.

6.5.2 Interacdo da Mangiferina com o residuo ALS3 de C. albicans

Seguindo a técnica de encaixe molecular padréo, os valores de RMSD e energia de
afinidade foram selecionados para definir as melhores conformacoes de encaixe, sendo RMSD
de até 2 A (YUSUF et al., 2008) e energia de afinidade inferior a —6,0 kcal/mol (SHITYAKOV;
FORSTER, 2014). Os valores obtidos de RMSD e energia de afinidade de MGF foi de 1,631 A
e -7,3 kcal/mol com ALS3 de C. albicans. Ja os valores de RMSD e energia de afinidade do
FLC foi de 1,704 A e -6,0 kcal/mol com ALS3.

A MGF apresentou 7 interac@es com residuos de aminoacido da ALS3 (Tabela 4), sendo
uma ligacao hidrofobica com Arg171 (4,79 A), uma ligacio z- = T-shaped com Tyr21 (5,42 A)
e 5 ligagOes de hidrogénio convencionais com Tyr23A, Gly27, Thrl68, Tyr226 e Lys59 (2,67
A 236A,294A 279 A, 2,82 A, respectivamente). O FLC foi utilizado como controle, uma
vez que ndo apresenta atividade contra biofilme. O FLC apresentou 4 ligacGes com residuos de
aminoacido da ALS3, sendo 1 hidrofébica com Val161 (3,72 A) e 3 ligaces de hidrogénio
convencionais com Asn22, Tyr23 e Asp169 (2,03 A, 2,17 A, 3,45 A, respectivamente). N&o

houve interacdo com residuos de interesse da ALS3 (Figura 15).

Tabela 4 - Tipos de interacdes e distancias (A) entre os ligantes e os residuos de aminoécidos
de Candida albicans ALS3

Ligante Receptor Interacéo Distancia (A)
Mangiferina ARG171A Hidrofdbica 4,79
TYR23A Ligacdo de Hidrogénio 2,67
GLY27A Ligacdo de Hidrogénio 2,36
*LYS59A Ligacdo de Hidrogénio 2,82
THR168A Ligacdo de Hidrogénio 2,94
TYR226A Ligacdo de Hidrogénio 2,79
TYR21A 7- m T-shaped 5,42

Fluconazol VAL161A Hidrof6bica 3,72
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ASN22A Ligacdo de Hidrogénio 2,03
TYR23A Ligacdo de Hidrogénio 2,17
ASP169A Ligacdo de Hidrogénio 3,45

*Residuo do sitio ativo da ALS3.

Figura 15 - Visualizacdo tridimensional dos resultados das simulagfes de docking para C.
albicans ALS3 com a Mangiferina e o fluconazol

A B C

Mapa de ligacdo de hidrogénio do inibidor Fluconazol (A) e do ligante Mangiferina (C); Complexo de interacdo
do receptor ALS3 com os ligantes (B).

6.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens obtidas por MEV (Figura 16) mostraram que apds o tratamento de C.
albicans 3 com MGF, ITR, Ampho B isolados nos valores de CIM, bem como nas combinacdes
da MGF com FLC, ITR e Ampho B nos valores do CIM da combinacdo para esta cepa, as
leveduras apresentaram forma celular distorcida, com a superficie da parede celular enrugada
(seta preta) e encolhimento das células (seta cinza) comparado ao controle (células néo
tratadas), no qual pode-se observar células de superficie lisa e homogénea. Como a cepa
utilizada é resistente ao FLC, ndo houve alteragdes estruturais nos blastoconideos tratados com
FLC isolado.
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Figura 16 - Células planctonicas de C. albicans tratadas com Mangiferina e antifungicos isolados e combinados visualizadas por microscopia
eletronica de varredura

A imagem A mostra o controle (células plancténicas ndo tratadas). As imagens de B a E mostram células planct6nicas tratadas com a Mangiferina (341,3 pug/mL), Fluconazol

(32 pg/mL), Itraconazol (0,7 pg/mL) e Anfotericina B (2 pg/mL) isolados, respectivamente. Ja as imagens de F a H mostram as células planctonicas tratadas Mangiferina +
Fluconazol (71,1 pg/mL + 6,7 pg/mL), Mangiferina + Itraconazol (170,6 pg/mL + 0,3 pg/mL) e Mangiferina + Anfotericina B (71,1 pg/mL + 0,4 pg/mL), respectivamente.

Setas pretas mostram células distorcidas e setas cinzas mostram células com tamanho reduzido.
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6.7 Ensaio de citotoxicidade e hemolitico da Mangiferina

Em relacdo a citotoxicidade, MGF apresentou Clso > 150 pg/mL apds 24h de incubacéo
com células MRC-5. Além disso, o teste de hemolise mostrou que, ap6s a incubagdo de
eritrécitos com a MGF por 3 horas, ndo houve indugdo de hemdlise nas concentragcfes de 100

e 300 pg/mL de MGF, comparado ao controle Triton X-100.
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7 DISCUSSAO

O aumento de cepas de Candida spp. resistentes ao FLC encontradas na clinica, aliado
ao baixo arsenal de antifingicos disponiveis contra cepas resistentes a antifingicos, faz
necessaria a busca por novos antimicrobianos, bem como drogas sinérgicas que possam
melhorar a atividade dos antifungicos (LI et al., 2017, LU et al., 2021, TORTORANO et al.,
2021).

Estudos anteriores j& demonstraram que MGF apresenta atividade antimicrobiana frente
a cepas de C. albicans sensiveis a antifungicos obtendo valores de CIM entre 30 ¢ 40 pg/mL
(SAVIKIN et al., 2009; SILER et al., 2014; SINGH et al., 2009). Outro estudo demonstrou que
MGEF apresentou valores de CIM variando entre 1,95 a 31,25 pg/mL para C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis (YEHIA; ALTWAIM, 2023). Além disso, o estudo de
Shen et al. (2021) demonstrou que cepas de C. albicans sensiveis e resistentes a caspofungica
e cepas clinicas de C. parapsilosis e C. krusei apresentaram CIM > 64 pg/mL para MGF. Esses
dados corroboram com os encontrados no presente estudo, no qual também foi demonstrado
que MGF apresenta atividade antifungica em Candida spp., mesmo diante de cepas resistentes
ao FLC.

Quanto aos diferentes valores de CIM observados em nosso estudo, acredita-se que isso
possa estar relacionado a plasticidade do genoma de Candida spp., como variacfes genéticas
entre as espécies e na expressdo de genes, que podem variar tanto entre as diferentes espécies
como entre cepas de uma mesma espécie. Além disso, a presenca de diferentes fatores de
viruléncia e mecanismos de resisténcia, a adaptacdo as condi¢fes ambientais e a resposta a
multiplos estresses também podem influenciar na sensibilidade das diferentes espécies e cepas
de Candida a uma determinada droga (MBA; NWEZE, 2020; MORAN; COLEMAN;
SULLIVAN, 2011)

Além disso, a atividade antibacteriana da MGF, bem como de seus compostos analogos
sintéticos, ja foi demonstrada contra S. aureus, Staphylococcus epidermidis, Listeria
monocytogenes, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, E. cloacae,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e P. aeruginosa, com valores de CIM variando de 30
a 500 pg/mL (ISHAQUE et al., 2022; SAVIKIN et al., 2009; SINGH et al., 2009; TCHINDA
et al., 2019). O estudo de Tchinda et al. (2019) também demonstrou que MGF apresentou
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atividade antibacteriana com bactérias Gram-negativas multirresistentes, obtendo valores de
CIM de 64 pug/mL para E. coli e de 128 pg/mL para E. aerogenes e Klebsiella pneumoniae.

Tais dados mostram, de modo geral, que MGF apresenta atividade antibacteriana diante
de uma ampla variedade de bactérias, além de mostrar que atualmente sua atividade
antibacteriana € mais explorada e relatada na literatura do que sua atividade antifingica. Isso
mostra que ha um gap na literatura sobre o conhecimento da atividade antifingica de MGF,
especialmente em relacdo as cepas que apresentam resisténcia aos antifungicos.

Nosso estudo também se propds a avaliar a interacdo resultante da combinagdo da MGF
com o FLC, ITR e Ampho B. Vale ressaltar que, até entdo, ndo ha relatos na literatura
mostrando a interacdo da MGF com azdis e polienos, o que destaca a importancia dos resultados
encontrados em nosso estudo. Por outro lado, o estudo de Shen et al. (2021) demonstrou que
MGF apresentou atividade sinérgica com a caspofungina, resultando em reducéo consideravel
dos valores de CIM nas cepas analisadas.

O mesmo ocorreu em nosso estudo com as cepas em que houve atividade sinérgica e
aditiva, o que mostra que MGF, quando combinada a um antifungico, pode reduzir a
concentracdo necessaria do antimicrobiano para inibir in vitro o crescimento de cepas
resistentes a antifungicos, aléem de possivelmente melhorar a atividade antifingica desses.

N&o obstante, também ja foi relatado que MGF apresentou atividade sinérgica com o
imipenem contra Acinetobacter baumannii resistente a carbapenem (VASUDEVAN et al.,
2022), assim como apresentou atividade sinérgica com acido nalidixico, ampicilina, tetraciclina
e sulfametoxazol/trimetoprima contra S. aureus (MAZLAN et al., 2019). Dessa forma, acredita-
se que MGF possa interagir com o alvo da droga ou interferir em vias relacionadas ao
mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos, restaurando a atividade antimicrobiana das
drogas associadas a ela, sendo uma alternativa a terapia de combinag&o de drogas (MAZLAN
etal., 2019).

Quanto a atividade frente ao biofilme de Candida spp., nossos resultados mostraram
que MGF isolada ndo apresentou atividade antibiofilme, assim como observado por Shen et al.
(2021). Contudo, a atividade antibiofilme dos antifungicos foi melhorada nas combinag¢des com
MGF, uma vez que concentracdes menores ou iguais as dos antifungicos isolados reduziram a
viabilidade celular de modo mais eficaz, tanto no biofilme em formacéo quanto no biofilme
formado.

Até 0 momento, ndo ha outros relatos na literatura sobre a atividade antibiofilme de
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MGF combinada com FLC, ITR ou Ampho B. Dentre os antifungicos, ha relatos apenas da
combinacdo de MGF com a caspofungina, a qual também teve sua atividade frente ao biofilme
de C. albicans melhorada por MGF (SHEN et al., 2021). Tais resultados sdo promissores, pois
sugerem qua a combinacdo de MGF com antifingicos pode ajudar a reduzir a dose necessaria
desses para matar ou inibir o crescimento fungico, reduzindo possiveis efeitos citotdxicos
relacionados a dose. A combinacgdo de drogas também é capaz de debelar a infeccdo de modo
mais eficaz e minimizar o surgimento de resisténcia ao tratamento (JAFRI; AHMAD, 2020).

Um outro importante fator de viruléncia expresso por C. albicans, também associado ao
biofilme, é a adesina ALS3, responsavel pela adesdo e invasdo do tecido do hospedeiro, o que
a torna um alvo de estudo in silico para investigar o potencial de novas drogas antimicrobianas
(SA et al., 2020; SILVA et al., 2022b). Verificamos que MGF apresentou interaces de
hidrogénio com Lys59, um residuo de aminoacido promotor de adesdo, que faz parte do sitio
ativo da ALS3 (SA et al., 2020).

Algumas drogas com atividade frente ao biofilme de Candida spp. apresentam
interacBes com esse e outros residuos presentes no sitio ativo da ALS3, sendo capazes de
interferir no processo de adesdo do biofilme no tecido do hospedeiro (SA et al., 2020;
KIOSHIMA et al., 2019; NADAF et al., 2018; SILVA et al., 2022a). Considerando 0S nossos
resultados obtidos frente ao biofilme de Candida spp., pode-se deduzir que a interagdo com um
unico residuo de aminoacido do sitio ativo de ALS3 ndo é o suficiente para inibir a enzima e,
consequentemente, a formacéo do biofilme.

Por outro lado, outros estudos in silico demonstram que MGF se apresenta como um
ligante promissor, com capacidade de inibir fatores relacionados a formagdo do biofilme de P.
aeruginosa e Serratia marcescens, além de relatar que sua combinacdo com antibi6ticos
poderia apresentar atividade sinérgica e inibir a formacdo de biofilmes (ANNAPOORANI et
al., 2012a; ANNAPOORANI al., 2012b).

Apds determinar a atividade antifungica da MGF, nosso estudo também investigou o
seu possivel mecanismo de acdo diante das cepas de Candida spp. resistentes ao FLC. Apesar
de ser conhecida por sua atividade antioxidante, estudos ja demonstraram que MGF pode
apresentar atividades pro-oxidante e pré-apoptética contra células cancerigenas (ABDULLAH
etal., 2014; ABDULLAH et al., 2015; FERNANDEZ-PONCE et al., 2017; YAP et al., 2021).
Por se tratar de células eucariontes, acredita-se que 0 mesmo mecanismo possa estar presente

também em Candida spp.
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Essa atividade pro-oxidante e pré-apoptotica ocorre porque, durante a reacdo de EROs
com MGF, a porc¢do catecol de MGF é oxidada, gerando derivados quindides, os quais irdo
oxidar os grupos tidis mitocondriais. Tal fato resulta em disfungdo mitocondrial, devido a
dissipacdo do potencial de membrana mitocondrial e liberagdo de fatores apoptogénicos,
levando a morte celular por apoptose induzida por transicdo de permeabilidade mitocondrial
(ANDREU et al., 2005; LO GALBO et al., 2021).

Vale ressaltar que o acimulo de produtos quinoides, ocasionados por catecois oxidados
de MGF, estaria presente em células sujeitas a uma producdo exagerada de EROs, o que
explicaria o fato da MGF poder apresentar atividade antioxidante em células saudaveis, mas
apresentar atividade pré-oxidante em células sob estresse oxidatixo, nas quais a apoptose
induzida por transi¢do de permeabilidade mitocondrial ocorre como um mecanismo de defesa
contra a superproducdo de EROs (ANDREU et al., 2005).

Dessa forma, nossos os resultados também demonstraram uma atividade pré-oxidante
da MGF nas trés espécies de Candida, representado por um aumento da producéo de EROs,
aumento da despolarizacdo da membrana mitocondrial, possivelmente afetando a cadeia
respiratoria, diminuindo a viabilidade celular e culminando em morte por apoptose, evidenciada
pelo aumento da externalizacdo da fosfatidilserina.

Além disso, esses resultados podem ser intensificados quando MGF é combinada a
antifungicos, uma vez que as combinacdes obtiveram resultados mais significativos do que as
droga isoladas. Apenas a combinacdo MGF + FLC ndo foi capaz de promover a despolarizacdo
mitocondrial e desencadear um processo apoptotico em C. albicans. Contudo, em C. tropicalis
e C. parapsilosis, a combinacdo MGF + FLC resultou em despolarizagdo mitocondrial e morte
por apoptose, ou seja, é possivel que o efeito das interacbes possa variar dependendo da espécie
de Candida ou até mesmo entre cepas de uma mesma espécie.

Em relacdo a interacdo de MGF com os principais alvos relacionados a patogénese de
C. albicans, a MGF apresentou um complexo mais estavel com Exo-p-(1,3)-glucanase, com 3
interacdes de hidrogénio. Essa enzima é responsavel por remodelar a parede celular de Candida
spp. e alteracdes em sua estrutura podem conferir resisténcia aos antifangicos (CUTFIELD et
al., 1999; NETT et al., 2007).

Além disso, a interacdo com essa enzima poderia explicar a atividade sinérgica que
MGF apresentou com a caspofungina no estudo de Shen et al. (2021). Como as células fungicas

diferem de células eucariontes humanas por apresentarem parede celular, a enzima Exo-p-(1,3)-



68

glucanase é um alvo promissor especifico para fungos a ser explorado por novos antifungicos
(CUTFIELD et al., 1999; 1ZGU; ALTINBAY; TURELI, 2007).

Outa enzima com a qual MGF apresentou um complexo mais estavel, representado por
4 interacOes de hidrogénio, foi com CYP51, uma enzima importante para a via de biossintese
do ergosterol em fungos. A inibicdo dessa enzima pode resultar na perda de integridade da
membrana plasmatica fangica, reduzindo a viabilidade celular (PARKER et al., 2014,
RABELO et al., 2017), assim como foi observado em nossos ensaios.

Ademais, como MGF apresentou interacbes com um sitio da enzima diferente do
apresentado por VT1, nossos resultados indicam que a MGF interage com outro sitio da enzima
CYP51, o que sugere um possivel efeito sinérgico com o inibidor co-cristalizado VT1. Dessa
forma, a interacdo com CYP51 possivelmente tem relacdo com as atividades aditivas e
sinérgicas que MGF apresentou com FLC e ITR. Juntando isso com o fato de MGF ter
apresentando marjoritariamente interacGes sinérgicas e aditivas com Ampho B, tais fatos
sugerem que um possivel mecanismo de acdo de MGF seja por causar danos a membrana celular
de Candida spp.

A disfuncdo mitocondrial também parece ser um dos mecanismos de acdo da MGF,
devido a sua capacidade de formar um complexo mais estavel, apresentando 6 interacdes de
hidrogénio, com o complexo de citocromo BC1 de levedura, o qual desempenha um importante
papel na cadeia respiratéria mitocondrial. Vale ressaltar que os produtos naturais tém se
destacado como importantes inibidores do complexo citocromo BC1, principalmente apés a
descoberta, na area da agricultura, de uma importante classe de agentes antifingicos protetores
de cultivo, que apresentam esse mecanismo de acdo (JOVIC; SMUC, 2021; MUSSO;
FABBRINI; DALLAVALLE, 2020).

Além desses alvos, MGF também apresentou interacdes de hidrogénio com importantes
alvos, como a enzima superédxido dismutase 5, responsavel por proteger a levedura do estresse
oxidativo (MARTCHENKO et al., 2004), com a DNA polimerase de levedura ETA, proteina
de telomero de levedura Cdc13 OB4 e com introns do grupo I do loop J4/5, alvos importantes
para manter a estabilidade do genoma fungico e a funcionalidade de seu RNA (GE et al., 2020;
PEROUMAL et al., 2019; YU et al., 2012; ZNOSCO et al., 2004).

A MGF pode comprometer a replicagdo do DNA de Candida spp., por meio de suas
interacdes de hidrogénio com a enzima timidilato quinase, a qual é essencial para a biossintese

do nucleotideo timidina trifosfato (HUANG et al., 2019). Pode também comprometer a
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mudanca fenotipica de C. albicans por suas interacdes de hidrogénio com o transceptor de
amonio metilaménia permease, Mep2, o qual é responsavel pela inducdo da filamentacéao de C.
albicans em ambientes com quantidades limitadas de amdnia, sua principal fonte de nitrogénio
(MORSCHHAUSER, 2011; VAN DEN BERG et al., 2016).

Corroborando com os resultados encontrados, as imagens obtidas pelo MEV mostraram
que as células planctonicas de C. albicans tratadas com MGF, ITR e Ampho B isolados
apresentaram reducdo do tamanho das células e alteracbes morfoldgicas, comparado ao
controle, indicando que as drogas foram capazes de causar danos nas células planctonicas. Além
disso, as imagens também mostraram que as combinac¢des da MGF com FLC, ITR e Ampho B,
respectivamente, foram capazes de causar danos estruturais em C. albicans, mesmo em
concentragcdes menores do que CIM das drogas isoladas, mostrando que ha uma intensificacdo
no efeito das drogas quando sdo combinadas.

O enrugamento da parede celular observado nas células plancténicas ap6s o0s
tratamentos realizados pode estar relacionado a alteragdes na funcéo da parede celular fungica,
resultante da perda da rigidez mecanica, o que leva a alteragcBes em sua funcéo fisioldgica e
torna as células suscetiveis a pressdo osmética (HOLANDA et al., 2021; RUEDA; CUENCA-
ESTRELLA; ZARAGOZA, 2014).

Por fim, é sabido que MGF desempenha um papel protetor para os eritrdcitos, por
eliminar a producdo de espécies reativas de oxigénio, preservar a integridade da membrana
celular e a funcionalidade dessas células (RODRIGUEZ et al., 2006), o que corroborra com
nossos resultados, devido a auséncia de hemolise induzida por MGF.

Ademais, por apresentar Clso > 150 pug/mL, a atividade antifangica de MGF ocorreu em
concentragdes ndo citotoxicas, 0 que corroborra com estudos anteriores que demonstraram que
MGF ndo induziu citotoxicidade, genotoxicidade ou mutagenicidade em linfocitos e
hepatocitos de ratos em 200 pg/mL (RODEIRO; DELGADO; GARRIDO, 2014).

Apesar de algums concentracdes de MGF utilizadas em nosso estudo serem maiores do
que 150 pg/mL, outros estudos ja demonstraram que MGF em concentragédo igual ou maior do
que 1.000 pg/mL ndo apresentou atividade citotoxica em celulas de linhagem T humanas
(C8166 e MT-4), células mononucleares de sangue periférico e em ratos Wistar (REDDEMAN
etal., 2019; WANG et al., 2011).
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8 CONCLUSAO

Diante dos fatos expostos neste estudo, a MGF apresenta atividade antiflngica diante
de cepas de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis resistentes ao FLC, apresentando
atividade sinérgica ou aditiva com FLC, ITR e Ampho B. A associacdo da MGF com
antifangicos melhora a atividade desses frente ao biofilme de Candida spp., podendo diminuir
a concentracao do antifingico necessaria para reduzir significativamente a viabilidade celular.
A MGF foi capaz de reduzir o nimero de células fangicas viaveis, promover a despolarizacdo
da membrana mitocondrial, aumentar a producdo interna de espécies reativas de oxigénio e
promover a externalizacdo da fosfatidilserina, o que aponta fortemente para morte celular por
apoptose. A andlise in silico da MGF mostrou interagdes com alvos de C. albicans associados
a diferentes mecanismos relacionados a sua patogénese, apontando para possiveis alvos
responsaveis pelo seu mecanismo de acdo frente a essas leveduras. A MGF ndo apresentou
citotoxicidade em células MRC-5, sugerindo exercer um papel antioxidante para células do
hospedeiro e pré-oxidante contra possiveis patdgenos, sendo necessario mais estudos para

explicar tal mecanismo.
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Tabela S1 - Parametros de simulacdo do receptor de Candida albicans

ANEXO A - TABELA SUPLEMENTAR (S1)
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Parametros DNA Introns | Proteinados | Superdxido | Exo-p-(1,3)- | Mep2f | CYP519 | Timidilato | Complexo de
grid polimerase do teldmeros de | dismutase | glucanase © quinase " | citocromo BC1
de grupo | levedura 5 (SOD5) ¢ de levedura’
levedura do Cdcl30OB4°¢
ETA2 Loop
J4/5P
center_x 58,958 -0,294 -15,264 15,104 35,383 -34,684 | 55,998 22,808 -16,237
center_y 42,694 -0,318 -7,388 -2,367 33,334 38,813 | 52,119 17,329 68,306
center_z 23,431 16,758 0,583 -15,281 57,288 -16,304 | 21,812 8,752 2,345
size X 102 72 92 102 116 84 72 100 100
size y 112 74 70 84 112 100 90 106 126
size z 114 110 126 92 124 126 108 102 112

T o o0 o

A estrutura cristalina da DNA polimerase de levedura ETA - PDB ID: 1JIH.
A estrutura cristalina dos Introns do grupo | do Loop J4/5 - PDB ID: 1TUT.
A estrutura cristalina da proteina dos telémeros de levedura Cdc13 OB4 - PDB ID: 3RMH.
A estrutura cristalina da Superdxido dismutase 5 (SOD5) - PDB ID: 4N3T.

A estrutura cristalina da Exo-B-(1,3)-glucanase - PDB ID: 1EQP.

A estrutura cristalina da Mep2 - PDB ID: 5AEZ.
A estrutura cristalina da CYP51 - PDB ID: 5TZ1.
A estrutura cristalina da Timidilato quinase - PDB ID: 5UIV.

A estrutura cristalina do Complexo de citocromo BC1 de levedura - PDB ID: 1KB9.




