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RESUMO

Medeiros, C. I. S.; Avaliacdo da atividade antifungica do linalol sobre Candida albicans de
secrecdes vulvovaginais, 2023. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,
area de concentracdo: Farmacologia) CCS/UFPB, Jodo Pessoa-PB, Brasil.

Candida albicans é o patdgeno fingico oportunista mais comumente isolado em seres humanos,
sendo responsavel por mais de 90% dos casos de infeccBes fungicas graves. E também a causa
mais frequente de candidiase vulvovaginal (CVV), que representa de 70-90% dos casos de
vulvovaginite. O uso generalizado de um numero limitado de agentes antiflngicos,
particularmente farmacos azolicos como o fluconazol, levou ao desenvolvimento de resisténcia
microbiana no tratamento de infec¢gdes por Candida, um problema de importancia crescente.
Portanto, ha uma necessidade urgente de novos agentes antiflngicos para 0 manejo eficiente
dessas infeccBes. Sendo assim, as pesquisas sobre 0s constituintes ativos de produtos naturais
podem ser uma alternativa promissora a essa problematica. Nesse sentido, destaca-se o linalol,
molécula com varias bioatividades e oriunda de varias plantas como Lavandula angustifolia,
Lippia alba, Coriandrum sativum L, entre outras. No entanto, ndo ha muitos estudos na
literatura sobre 0 mecanismo de acdo do linalol em células fungicas, a toxicidade, sinergismo
com antifangicos licenciados, acdo sobre biofilme e a estabilidade do complexo receptor-
ligante. Portanto, esse estudo teve por objetivo investigar o potencial farmacolégico do linalol
frente a cepas de C. albicans de secre¢Bes vulvovaginais. Para este propdsito, foram aplicadas
técnicas in vitro de microdiluicdo para determinar a concentracdo inibitéria e fungicida minima
(CIM e CFM), bem como ensaios com sorbitol e ergosterol para verificar mecanismos de a¢ao
sobre a parede e a membrana celular fingica respectivamente, além do estudo de associacao
(checkerboard). Para avaliar a formagé&o de biofilme e a interferéncia do linalol nesse processo,
foi realizado o ensaio do cristal violeta. Além disso, o linalol foi submetido aos softwares online
(pkCSM e Osiris) para realizar a previsdo de parametros de drogabilidade e toxicidade.
Outrossim, o docking molecular foi realizado no AutoDock 4.2 com as proteinas envolvidas
com a sintese e manutencdo da parede e membrana celular de C. albicans (1,3-B-glucano
sintase, lanosterol 14a-demetilase e Al14-esterol redutase), e por fim foi realizado a analise de
trajetoria por dindmica molecular (DM) no GROMACS 2022.3 do complexo (1,3-p-glucano
sintase — linalol) com 30ns de simulacgdo. Os principais resultados desse estudo indicaram que
o linalol foi bioativo frente as cepas de C. albicans resistentes ao fluconazol com uma ClMso
de 64pg/mL e de natureza fungicida. Ademais, o aumento da CIM do linalol na presenca de
sorbitol e ergosterol revelaram que esta molécula possivelmente afeta a integridade da parede
e da membrana plasmaética de C. albicans. O linalol associado ao fluconazol, exibiu efeito
sinérgico frente as cepas de C. albicans, mas teve efeito indiferente quando associado a
nistatina. O linalol também interferiu no processo de formacdo do biofilme de C. albicans,
diminuindo em 74.65% a sua formacdo. A analise farmacocinética in silico mostrou que o
linalol tem significativa biodisponibilidade oral teorica, baixo potencial toxico e alta
similaridade a farmacos licenciados. Adicionalmente, o linalol interagiu quimicamente através
de ligacOes de hidrogénio, van der Waals, e entre outras; com as enzimas chave da biossintese
da parede e da membrana plasmaética de C. albicans com melhor interagcdo com a 1,3-p-glucano
sintase (AG = -6.0kcal/mol) no qual formaram um complexo receptor-ligante estavel ao longo
de 30ns de simulacdo, indicando provavel inibicdo enzimatica. Tomando em conjunto, 0s
achados deste estudo indicaram que o linalol provavelmente causa danos a parede celular e a
membrana plasmaética de C. albicans, diretamente ou possivelmente pela interacdo com
importantes enzimas envolvidas na biossintese dessas estruturas flngicas, agiu sinergicamente
com o fluconazol, reduziu significativamente a formacéo de biofilme, além de ter apresentado
baixo potencial toxicoldgico in silico.



Palavras-chave: Biofilme; candidiase; docking molecular; mecanismo de acdo; resisténcia
antifangica; sinergismo.



ABSTRACT

Medeiros, C. I. S.; Evaluation of the antifungal activity of linalool on Candida albicans from
vulvovaginal secretions, 2023. Thesis (Doctor in Natural and Synthetic Products Bioactive, area
of concentration: Pharmacology) CCS/UFPB, Jodo Pessoa-PB, Brazil.

Candida albicans is the most commonly isolated opportunistic fungal pathogen in humans,
accounting for more than 90% of cases of serious fungal infections. It is also the most frequent
cause of vulvovaginal candidiasis (VVC), which accounts for 70-90% of vulvovaginitis cases.
The widespread use of a limited number of antifungal agents, particularly azole drugs such as
fluconazole, has led to the development of microbial resistance in the treatment of Candida
infections, a problem of increasing importance. Therefore, there is an urgent need for new
antifungal agents for the efficient management of these infections. Therefore, the researches
about the active constituents of natural products can be a promising alternative to this problem.
In this sense, it stands out the linalool, molecule with several bioactivities and originated from
several plants such as Lavandula angustifolia, Lippia alba, Coriandrum sativum L, among
others. However, there are not many studies in the literature about the mechanism of action of
linalool on fungal cells, toxicity, synergism with licensed antifungal drugs, action on biofilm
and the stability of the receptor-ligand complex. Therefore, this study aimed to investigate the
pharmacological potential of linalool against C. albicans strains from vulvovaginal secretions.
For this purpose, in vitro microdilution techniques were applied to determine the minimum
inhibitory and fungicidal concentration (MIC and MFC), as well as assays with sorbitol and
ergosterol to verify mechanisms of action on the fungal cell wall and membrane respectively,
besides the association study (checkerboard). To evaluate biofilm formation and the
interference of linalool in this process, the crystal violet assay was performed. In addition, the
linalool was submitted to online softwares (pkCSM and Osiris) to perform the prediction of
parameters of druggability and toxicity. Furthermore, molecular docking was performed in
AutoDock 4.2 with the proteins involved with the synthesis and maintenance of the cell wall
and cell membrane of C. albicans (1,3-B-glucan synthase, lanosterol 14a-demethylase and A14-
sterol reductase), and finally molecular dynamics (MD) trajectory analysis was performed in
GROMACS 2022.3 of the complex (1,3-pB-glucan synthase - linalool) with 30ns of simulation.
The main results of this study indicated that linalool was bioactive against fluconazole-resistant
C. albicans strains with an MICso of 64pg/mL and fungicidal in nature. Furthermore, the
increase in the MIC of linalool in the presence of sorbitol and ergosterol revealed that this
molecule possibly affects the integrity of the wall and plasma membrane of C. albicans. The
linalool associated with fluconazole, exhibited synergistic effect against strains of C. albicans,
but had an indifferent effect when associated with nystatin. Linalool also interfered in the
biofilm formation process of C. albicans, reducing its formation by 74.65%. In silico
pharmacokinetic analysis showed that linalool has significant theoretical oral bioavailability,
low toxic potential and high similarity to licensed drugs. Additionally, linalool chemically
interacted via hydrogen bonds, van der Waals, and among others; with key enzymes of C.
albicans wall and plasma membrane biosynthesis with best interaction with 1,3-B-glucan
synthase (AG = -6.0kcal/mol) in which they formed a stable receptor-ligand complex over 30ns
of simulation, indicating likely enzyme inhibition. Taken together, the findings of this study
indicated that linalool probably causes damage to the cell wall and plasma membrane of C.
albicans, directly or possibly by interaction with important enzymes involved in the
biosynthesis of these fungal structures, acted synergistically with fluconazole, significantly
reduced biofilm formation, and showed low toxicological potential in silico.



Keywords: Biofilm; candidiasis; molecular docking; mechanism of action; antifungal
resistance; synergism.
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1 INTRODUCAO

Até o momento, foram identificadas mais de 8,7 milhdes de espécies eucarioticas, das
quais aproximadamente 611.000 pertencem ao reino fungi, correspondendo a 7% de todas as
espécies eucaritticas conhecidas (MORA et al., 2011). Os fungos estdo mais estreitamente
relacionados aos seres humanos do que as bactérias no nivel celular, e sdo classificados como
organismos quimio-heterotréficos do grupo Eumycota. Entretanto, aproximadamente 600
especies de fungos tém a capacidade de causar infeccGes em seres humanos (KHAN et al.,
2010; MORA et al., 2011).

Existem mais de 200 espécies dentro do género Candida, porém muitas delas séo
endossimbiontes em seres humanos e causam infec¢bes principalmente em hospedeiros
imunossuprimidos. Candida albicans é responsavel por cerca de 80% das infec¢Ges, embora as
infeccbes por outras espécies, como Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata), Candida
tropicalis, Pichia kudriavzevii (Candida krusei) e Candida dubliniensis, estejam se tornando
cada vez mais comuns (ASKUN; ASKUN, 2022; BORMAN; JOHNSON, 2021; KIDD;
ABDOLRASOULI; HAGEN, 2023).

C. albicans é um microrganismo membro residente da microbiota em humanos, que
pode causar infecgBes em pacientes saudaveis e imunocomprometidos. A candidiase pode ser
superficial (por exemplo, oral, vaginal, mucocutanea) ou profunda (por exemplo, miocardite,
septicemia) (MOLERO et al., 1998).

As infeccdes invasivas por espécies de Candida sdo consideradas entre as principais
causas de morbidade e mortalidade (42%) em pacientes hospitalizados, mesmo em uso de
terapias antifangicas (FORD et al., 2015; PAPPAS et al., 2003). Além disso, a infec¢éo por C.
albicans é considerada a quarta infeccdo oportunista mais comum em hospitais (RIERA et al.,
2022).

No contexto das infec¢Bes superficiais, em destaque para a candidiase vulvovaginal
(CVV), documentada pela primeira vez por Wilkinson em 1849 e que continua a ser um
problema debilitante que afeta a qualidade de vida de muitas mulheres (STUART
WILKINSON, 1849). Esta é a manifestacdo clinica mais comum da infec¢do por Candida,
estimando-se que afete aproximadamente 75% das mulheres em algum momento da vida e 85-
95% das infecgdes sintomaticas € causada por C. albicans (BROWN et al., 2012; DENNING
et al., 2018). Além disso, cerca de 5-9% (138 milhdes de mulheres anualmente) sofrem pelo
menos quatro episdédios de CVV em um ano, e isso é caracterizado como candidiase
vulvovaginal recorrente (CVVR) (SOBEL, 2016). Outrossim, a maior incidéncia de CVV
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causada por C. albicans no Brasil foi relatada por estudos epidemioldgicos em 92,3%, na
Argentina, 85,95% e no Paquistéo, 47,7% (CARVALHO et al., 2021; GAMARRA et al., 2014;
KHAN et al., 2018).

As opcdes de tratamentos farmacoldgicos disponiveis para a CVV sdo limitadas
principalmente a classe azolica de agentes fungistaticos. Tais op¢Bes incluem cursos curtos de
formulacBes topicas de varios agentes (imidazois: clotrimazol, miconazol) ou (triazéis:
itraconazol, posoconazol e fluconazol oral, administrado em regime de dose Unica ou multipla)
(JEANMONOD; JEANMONOD, 2022; PAAVONEN; BRUNHAM, 2020; WORKOWSKI,
2015). No entanto, existem limitacGes significativas com esses tratamentos, incluindo
intolerancia aos medicamentos, eventos adversos, risco potencial de aborto espontaneo e danos
fetais associados ao uso de fluconazol (BERARD et al., 2019; M@LGAARD-NIELSEN;
PASTERNAK; HVIID, 2013; VAN SCHALKWYK et al.,, 2015). Ademais, uma outra
limitacdo preocupante é a prevaléncia crescente de resisténcia ao fluconazol e resisténcia
intrinseca ou baixa tolerancia de espécies de Candida a antifingicos azolicos (MARCHAIM et
al., 2012). E associado a esses fenémenos biologicos, também é reportado a formacgédo de
biofilmes em que numerosos estudos foram realizados para caracterizar esse processo, a
viruléncia e os perfis de suscetibilidade antifungica em isolados clinicos de pacientes com CVV
e CVVR (PAIVA etal., 2012; SHERRY et al., 2017).

Atualmente no Brasil ndo ha opc¢des de tratamentos farmacoldgicos por via oral com
antifingicos ndo azolicos aprovados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
disponiveis para pacientes com CVV. Essa auséncia impacta negativamente as opcles de
tratamentos da CVV para pacientes com microrganismos resistentes aos azois, aquelas que ndo
respondem ou ndo toleram o fluconazol ou para 0s quais seu uso é contraindicado. Os novos
agentes farmacologicos, portanto, devem idealmente, ter cobertura fangica mais ampla, efeitos
adversos minimos, nenhum risco de danos fetais e interagdes medicamentosas limitadas.

Nesse sentido, os produtos naturais derivados de plantas tém desempenhado um papel
significativo como fonte de descoberta de medicamentos e na melhoria do sistema de saude.
Portanto, a procura por antimicrobianos naturais com amplo espectro de atividade e potencial
terapéutico tem despertado o interesse cientifico, especialmente as moléculas de origem
vegetal, ja que as plantas possuem grande capacidade de sintetizar substancias quimicas
diversificadas como defesa contra agentes patogénicos (AHMADI et al., 2022; KEBEDE;
GADISA; TUFA, 2021).

Sendo assim, o monoterpeno linalol, uma importante molécula proveniente do

metabolismo secundarios de varias espécies de plantas como: Lavandula angustifolia, Lippia
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alba e Coriandrum sativum L. tem ganhado notoriedade devido as vérias aplicacdes na indUstria
de cosméticos como aromatizante e suas propriedades farmacoldgicas; anti-inflamatoria,
antioxidante, antiaterosclerdtica, neuroprotetor, anticancerigeno etc, além de atividades
antibacteriana e antifungica (AN et al., 2021; APROTOSOAIE et al., 2014). Nesse tltimo
aspecto, o linalol tem sido bastante estudado e é bioativo contra uma variedade de
microrganismos e apresenta baixo potencial toxicoldgico in vitro e in vivo (AN et al., 2021;
API et al., 2015; MEESTERS; DUISKEN; HOLLENDER, 2007; PARK et al., 2012). No
entanto, ndo se conhece bem a farmacodinamica desse composto em células fungicas, bem
como os efeitos farmacoldgicos da associacdo do linalol com antiflngicos ja licenciados e
aplicados nos tratamentos da CVV.

Portanto, sabendo-se da importancia e grande potencial farmacéutico que os produtos
naturais apresentam, aliados aos poucos investimentos em pesquisas cientificos com o linalol,
este estudo teve como objetivo principal investigar as propriedades farmacoldgicas desse
monoterpeno com énfase na atividade antifingica em isolados clinicos de C. albicans
vulvovaginais resistentes ao fluconazol, elucidar o mecanismo de acdo por meio de ensaios in
vitro e docking molecular, bem como determinar os efeitos das interacGes do linalol com

antifungicos de uso clinico na CVV.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O GENERO Candida

Os fungos séo organismos vivos eucaridticos, apresentam uma membrana nuclear que
envolve o material genético de DNA dupla fita que compde os cromossomos e o nucléolo.
Podem ser unicelulares, como as leveduras; ou multicelulares como os fungos filamentosos e
os cogumelos. S&o organismos aclorofilados e desprovidos de celulose, o que os tornam
incapazes de realizar fotossintese, comportando-se, portanto, como seres heterotroficos. As
paredes celulares dos fungos contém um polissacarideo denominado quitina. Além de uma
membrana celular, cujo principal componente é o ergosterol (RICHARDS; LEONARD;
WIDEMAN, 2017; RUGGIERO et al., 2015).

A parede celular fangica é uma estrutura altamente dindmica e importante para a
viabilidade do organismo, protegendo o fungo das alteragdes na pressdo osmatica imposta pelo
ambiente. Além de conferir a plasticidade adequada para o crescimento e divisdo celular,
mantendo a forma e a integridade da célula fangica. Esta parede celular é formada por uma
complexa rede de polissacarideos, sendo constituida principalmente de quitina e glicanos. Estes
polimeros da parede sdo sintetizados a partir de substratos intracelulares, por meio de reagdes
catalisadas por enzimas especificas (AIMANIANDA et al., 2017; GARCIA-RUBIO et al.,
2020). Alteracdes na organizacdo ou perturbacdo funcional da parede celular provocada por
agentes antifungicos estdo envolvidas na morte dos fungos (GOW; LATGE; MUNRO, 2017).

A membrana plasmatica das células fungicas € uma estrutura constituida basicamente
de lipidios e proteinas. Os componentes lipidicos formam uma barreira de permeabilidade
enguanto que as proteinas, intercaladas aos lipidios, formam um sistema seletivo de transporte
de substancias entre os ambientes intra e extracelular (ATHANASOPOULOS et al., 2019). O
ergosterol é o principal esterol presente na membrana plasmatica dos fungos, e desempenha a
mesma funcdo nas membranas fungicas que o colesterol desempenha nas membranas celulares
de mamiferos, realizando a manutencdo da fluidez (BECERRA-RODRIGUEZ et al., 2021;
DUTTA,; FLIEGEL, 2018).

O interesse pelo estudo dos fungos tem sido motivado pela sua biologia Unica, seus
muitos produtos Uteis (incluindo vinhos, queijos e antibidticos), a sua utilizacdo como base para
a biologia experimental e sua importancia como patégenos de animais e vegetais. Podem
interagir com plantas, animais ou seres humanos de varias maneiras, estabelecendo relagdes

simbidticas, latentes, comensais ou patogénicas (BRODA, 2020).
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Vérias espécies de fungos sdo patogénicas para 0 homem. Entre os mais importantes
fungos oportunistas que causam doengas humanas, destacam-se as leveduras pertencentes ao
género Candida (KOHLER et al., 2017). Esse género é composto por fungos leveduriformes
hialinos, com formacéo de blastoconidios, pseudo-hifas e, ocasionalmente, hifas verdadeiras.
Macroscopicamente, em culturas de agar Sabouraud dextrose, as col6nias sdo geralmente de
cor creme ou esbranquicada e a textura pode ser lisa ou enrugada, brilhante ou seca (CHEN et
al., 2020).

Taxonomicamente, Candida pertence ao filo Ascomycota, visto que, a reproducao
sexuada é caracterizada pela producdo de ascos. Sdo enquadrados dentro da classe
Blastomycetes, ordem Cryptococcales, familia Cryptococcaceae e género Candida, que
apresenta mais de 200 espécies (HIBBETT et al., 2007; LOPEZ-MARTINEZ, 2010). No
entanto, uma minoria dessas espéecies tem sido implicada na candidiase humana, pois cerca de
65% das espécies de Candida sdo incapazes de crescer a uma temperatura de 37°C, 0 que as
impede de serem bem sucedidas como agentes patogénicos ou comensais de seres humanos
(CRUZ et al., 2019).

As principais espécies de leveduras do género Candida de interesse clinico sdo: C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, Nakaseomyces glabrata (C. glabrata), Pichia
kudriavzevii (C. krusei), Meyerozyma guilliermondii (C. guilliermondii), Clavispora lusitaniae
(C. lusitaniae) e C. auris (COLOMBO; JUNIOR; GUINEA, 2017; DABIRI; SHAMS-
GHAHFAROKHI; RAZZAGHI-ABYANEH, 2018; FAKHIM et al., 2018; KIDD;
ABDOLRASOULI; HAGEN, 2023).

Espécies de Candida podem viver como microrganismos comensais em individuos
saudaveis. A colonizacdo inicia nos primeiros dias ap6s 0 nascimento e persiste durante toda a
vida. Vivem na pele e em varias membranas mucosas, incluindo a boca, vagina, uretra, tubo
digestivo e &rea respiratoria superior do corpo humano sem causar danos (LOPEZ-
MARTINEZ, 2010). No entanto, em algumas circunstancias, esses organismos s&o capazes de
causar infeccdes se houver condicBGes predisponentes inerentes ao hospedeiro, tais como
diabetes, AIDS, doencas do sistema nervoso central, neutropenia, leucemias, linfomas e outros
tipos de canceres, transplantes de 6rgéos, procedimentos invasivos (cateterizacdo e implantacao
de proteses), quimioterapia, antibioticoterapia de amplo espectro, uso de agentes
corticosteroides por periodo prolongado, uso de anticoncepcionais orais de alta dosagem,
imunossupressores, citostaticos, e alguns estados fisiologicos do hospedeiro (gravidez, periodo
menstrual, estado nutricional e idade) (JENKS et al., 2020; LEE; LAU, 2017).
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Nos ultimos anos, C. albicans tem sido o organismo mais frequentemente isolado nas
infeccbes fungicas oportunistas (80%), causando desde infeccBes superficiais a infecgdes
sistémicas (CIUREA et al., 2020).

2.2 CANDIDIASE VULVOVAGINAL

C. albicans faz parte da microbiota normal de pessoas saudaveis, mas pode causar
infeccdes e desconforto em individuos susceptiveis (NOBILE; JOHNSON, 2015). Infec¢des
por Candida sp. apresenta vérias manifestacdes clinicas, desde distlrbios mucocutaneos
superficiais a infecgdo invasiva podendo afetar varios 6rgdos (TALAPKO et al., 2021).

Diante disso, serd apresentado aqui as manifestacbes clinicas resultantes do
supercrescimento de C. albicans no trato reprodutor feminino.

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infeccdo comum da mucosa do trato
reprodutivo feminino inferior, causada principalmente pelo fungo oportunista e polimorfico C.
albicans. Um membro da microbiota humana normal, C. albicans comumente coloniza o limen
vaginal de forma assintomatica (RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2020). No entanto, a
infeccdo sintomatica pode resultar em inflamacdo da mucosa causada principalmente por
crescimento excessivo de fungos na vagina e subsequente invasdo epitelial e producdo de
fatores de viruléncia. Os sintomas comuns da doenca incluem irritacdo, edema, coceira, ardor
ao urinar, dor durante o sexo, fissuras na vulva e no perineo e vermelhiddo vaginal.
Frequentemente, eles sdo acompanhados por um corrimento vaginal que consiste em epitélio
descamado, células do sistema imunoldgico, leveduras e fluido vaginal anormal
(VENUGOPAL et al., 2021). Ademais, hd um risco aumentado de infeccdo vaginal por fungos
no momento da primeira relacdo sexual regular. Existem também algumas evidéncias de que
esta infeccdo pode estar ligada ao contato boca-6rgao genital (sexo oral-genital). Além do mais,
0 anus esta préximo a vagina anatomicamente, proporcionando maior conveniéncia para a
migracao de organismos intestinais, incluindo Candida, para a vagina (HOLLAND, 2003).

A CVV é uma das causas mais comuns de vaginite causada por Candida sp. Em 80% -
95% das mulheres, a CVV ¢é causada por C. albicans com menos infec¢cdes remanescentes
causadas por outras espécies desse microrganismo, incluindo Nakaseomyces glabrata (C.
glabrata), C. parapsilosis, C. tropicalis, Pichia kudriavzevii (C. krusei) entre outros
(MENDLING, 2015).

Aproximadamente 75% das mulheres terdo > 1 episdédio de CVV em suas vidas, e 40%
-45% das mulheres terdo > 2 episodios (MENDLING, 2015). Aos 25 anos, cerca de 50% de
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todas as mulheres terdo experimentado > 1 episodio de CVV ap06s o inicio da atividade sexual
(MAKANJUOLA; BONGOMIN; FAYEMIWO, 2018). Outrossim, a CVV recorrente (CVVR,
definida como > 3 episodios por ano) afeta quase 8% das mulheres em todo o mundo
(DENNING et al., 2018). Frequentemente, a CVVVR requer terapia de manutencao antifingica
com drogas azolicas para atenuar a reemergéncia da doenca (ACHKAR; FRIES, 2010). A
atividade fungistatica dos medicamentos azoélicos e a eliminacdo imunomediada inadequada
dos patdgenos sdo os principais responsaveis pela recorréncia da doenca (NYIRJESY et al.,
2012).

Em contraste com a candidiase invasiva e oral, CVV/R é uma doenca de mulheres
imunocompetentes e saudaveis (FIDEL, 2002). Assim, a carga global de doengas é muito maior
para CVV do que para outras infecces. Usando estimativas aproximadas de populacdes globais
suscetiveis e taxas de incidéncia para cada uma dessas manifestacfes clinicas de doenca, a
candidiase invasiva causa ~700.000 casos por ano, a candidiase oral resulta em ~15,5 milhGes
de infecgdes por ano, a CVVR sozinha causa aproximadamente 140 milhGes de casos por ano.
A taxa de incidéncia de CVV aguda é praticamente impossivel de estimar, visto que é
subnotificada aos médicos devido as op¢des de tratamentos sem prescricdo eficaz (FOXMAN
et al., 2000). Embora a CVV n&o seja letal, a enorme carga de doencas resulta em ~US$ 1,8
bilhdes em custos médicos a cada ano e o impacto econdmico devido as horas de trabalho
perdidas foi recentemente extrapolado, aproximando-se de um adicional de US$ 1 bilh&o por
ano apenas nos EUA (DENNING et al., 2018; FOXMAN et al., 2000).

2.3 PATOGENIA E FATORES DE VIRULENCIA

Por décadas, a CVV foi considerada como o resultado de uma resposta imune adaptativa
defeituosa. No entanto, varios estudos clinicos revelaram que mulheres HIV + (com contagens
reduzidas de células T CD4 +) ndo tinham maior risco de desenvolver CVV em compara¢do
com controles saudaveis (FIDEL et al., 1993; FIDEL; LYNCH; SOBEL, 1995; FONG,;
MCCLEARY:; READ, 1992). Juntamente com dados de modelos animais que ndo demonstram
nenhum papel robusto para respostas imunes mediadas por células ou humorais, apontou
claramente para um mecanismo explicativo alternativo (FIDEL; LYNCH; SOBEL, 1995). Um
estudo inovador no qual utilizou-se de voluntarios humanos saudaveis desafiados por via
intravaginal com C. albicans revelaram que a CVV era na verdade mediada por meio de
respostas imunes inatas, nas quais o recrutamento de neutréfilos para o limen vaginal estava

positivamente correlacionado com os sintomas da doenca relatados (FIDEL et al., 2004;
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ROSATI et al., 2020). Devido ao impacto negativo da imunidade do hospedeiro na progressao
da doenga, a CVV foi considerada uma imunopatologia. O reconhecimento da importancia da
resposta imune inata em impulsionar as respostas inflamatorias associadas com a CVV levou a
muitos insights recentes sobre a patogénese dessa doenca.

C. albicans é polimdrfica, adotando duas formas morfoldgicas principais: a levedura
ovoide e a hifa alongada (SUDBERY, 2011). H& muito tempo foi observado que a capacidade
de transicdo entre essas morfologias é o atributo de viruléncia priméario desse fungo, ja que
cepas incapazes de passar por essas mudancas sao severamente atenuadas em patogenicidade
ou colonizacdo (LO et al., 1997). Interessantemente, o uso de hifas mutantes deficientes em
reguladores transcricionais (por exemplo, A/A efgl e A/A efgl/cphl) em um modelo murino de
CVV revelou colonizacdo elevada em comparacdo com hifas competentes (PETERS et al.,
2014a). No entanto, a capacidade de induzir o recrutamento de neutrofilos, danos a mucosa
(medido pela liberacdo de LDH), citocina inflamatéria inata (por exemplo, IL-1B) ou alarminas
(por exemplo, S100A8) foi significativamente reduzida com esses mutantes. Esses resultados
levaram a duas questdes: “Os neutrofilos ajudam a eliminar o fungo?” e "Os proprios
neutrofilos recrutados sdo agentes causadores de danos ao hospedeiro (como é observado em
outras imunopatologias comuns, como artrite e asma)?" No entanto, a deplecdo de neutrofilos
com anticorpos neutralizantes ndo reduziu a carga fangica nem os niveis de LDH vaginal
durante a infeccdo, sugerindo que os neutrofilos ndo sdo protetores sob tais condi¢des e que 0s
danos a mucosa sdo mediados pelo fungo (PETERS et al., 2014a). Esses resultados foram
observados em um estudo anterior que demonstrou que a deplecéo de neutrofilos de fato reduziu
a inflamagdo vaginal durante a CVV em modelos murino, mas em Ultima analise néo
influenciou na colonizacdo e o curso da infeccdo (BLACK et al., 1998). Sendo assim, C.
albicans é capaz de provocar inflamacéo vaginal.

No entanto, antes do inicio de uma resposta imune, C. albicans deve primeiramente ser
detectada na interface da mucosa. Primeiramente, isso € mediado por receptores de
reconhecimento de padrdes (PRR) que existem na superficie celular das células epiteliais e
imunes inatas. A ligacdo desses receptores a seus ligantes cognatos (tipicamente constituintes
da parede celular de C. albicans) induz a sinalizacdo de citocinas pré-inflamatdrias e o
recrutamento de células imunes inatas e adaptativas para focos infecciosos via ativagdo de
cascatas de sinalizagéo (Figura 1) (CHENG et al., 2012; MIRAMON; KASPER; HUBE, 2013).
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Figura 1. Modelo da imunopatogénese da vaginite por C. albicans.
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(a) Formas de leveduras de C. albicans colonizando de maneira assintomatica o epitélio vaginal, apesar da presenca
de numerosos receptores de reconhecimento de padrdo (PRR) na superficie epitelial. (b) C. albicans comeca a
sofrer a mudanca de levedura para hifa sob condi¢des indutoras de morfogénese (por exemplo, aumentos de
estrogénio, pH vaginal elevado e ruptura do microbioma). O reconhecimento aumentado por PRRs, biomassa
aumentada de hifas, expressdo de fatores de viruléncia associados a hifas (candidalisina, aspartil proteinases
secretadas (SAPs)) ativa a sinaliza¢éo pelo inflamassoma NLRP3, induzindo a expressao de citocinas inflamatorias
e quimiocinas (por exemplo, IL-1B, ST00A8/9 alarminas) no epitélio vaginal, resultando na migragdo inicial de
leucdcitos polimorfonucleares (PMNs) da lamina prépria (LP) para o limen vaginal. (c) A falha em reduzir
adequadamente os gatilhos imunopatolégicos resulta na expresséo continua de efetores imunes inatos pelo epitélio
vaginal. Esses sinais iniciais, juntamente com a amplificacdo secundaria de efetores imunes por PMNs recrutados,
contribuem para a infeccdo sintomatica e imunopatologia caracteristica. Fonte: figura adaptada de: PLoS Pathog.,
(PETERS et al., 2014b).

Além da sinalizagdo por meio dos PRRs, a capacidade de C. albicans de provocar danos
aos tecidos simultaneamente é outra peca fundamental para compreender a ativacdo total das
respostas imunes celulares (JABRA-RIZK et al., 2016). C. albicans exerce seus danos teciduais
principalmente por meio de dois mecanismos principais: invaséo direta por filamentos das hifas
ou a secrecdo de efetores de viruléncia (Figura 1). As hifas sdo cruciais para romper as barreiras
da mucosa e causar danos aos tecidos. As membranas do hospedeiro podem ser enfraquecidas
por enzimas degradativas secretadas pela ponta da hifa e a pressédo exercida pelo filamento
alongado é entdo suficiente para penetrar na célula hospedeira (LEW, 2011). Waéchtler e colegas
demonstraram que C. albicans se liga e comeca a invadir as células epiteliais vaginais dentro
de 3h e esse crescimento continuo de hifas é necessario para produzir danos (WACHTLER;
WILSON; HUBE, 2011). Uma série de adesinas associadas a hifas também ajudam a ancorar
C. albicans ao epitélio da mucosa e sdo importantes para a formacéo de biofilmes maduros na

vagina, pois a delecdo do regulador principal de adesinas BCR1 prejudicou a formacdo de
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biofilme in vivo (HARRIOTT et al., 2010). Além de se ligar a caderina-E do hospedeiro (e
outros receptores epiteliais), a sequéncia semelhante a aglutinina 3 (Als3p) também atua como
uma invasina gque induz endocitose dependente de clatrina de C. albicans em células epiteliais,
contribuindo ainda mais para sua invasdo (ALMEIDA et al., 2008).

A candidalisina produzida por C. albicans foi estabelecida como um determinante de
viruléncia crucial que conduz a CVV em modelos murinos usando o isolado de referéncia
SC5314. Essa enzima exibe atividade litica semelhante as citolisinas bacterianas e a capacidade
de desencadear vias inflamatdrias inatas (por exemplo, MAPK) em células epiteliais e
endoteliais. A interrupcdo da liberagéo de candidalisina reduz significativamente os marcadores
imunopatoldgicos de infeccdo (neutrofilos, citocinas pro-inflamatérias, alarminas) e dano
tecidual durante a CVV experimental (MOYES et al., 2016; RICHARDSON et al., 2018).

Além disso, o inflamassoma NLRP3 desempenha um papel importante durante a
patogénese da candidiase, uma vez que os genes da via do IL-1R foram aumentados durante a
CVV. Os inflamassomas sé&o uma colecdo de receptores de reconhecimento de padrdo inato
citosélico (PRR) que respondem por meio de um processo de ativacdo de duas etapas
envolvendo a iniciacdo da resposta por meio da ligacdo de PRRs da superficie celular e deteccédo
de sinais de perigo enddgenos e exdgenos. A inducdo de danos acaba por conduzir a
oligomerizacdo do inflamassoma e ativacdo da Caspase-1, levando a clivagem e secrecdo de
IL-1B, o principal efetor do inflamassoma (BRUNO et al., 2015; MATZINGER, 2002).

Os papéeis da sinalizacdo do inflamassoma durante a infeccdo em culturas de células de
CVV sdo claros e um nimero crescente de estudos destacam a relevancia desta via durante a
infeccdo humana. Um estudo clinico em grande escala revelou que mulheres com CVVR
exibiram niveis significativamente mais elevados de IL-1B e niveis mais baixos de IL-1RA
(antagonista de IL-1R) no fluido de lavagem vaginal em comparacdo com controles saudaveis,
sugerindo que o inflamassoma NLRP3 pode ser mais ativo nas populacdes com CVVR
conduzindo a imunopatologia exacerbada (BORGHI et al., 2015; ROSELLETTI et al., 2017).

2.4 TRATAMENTO DA CANDIDIASE

As infecgOes fungicas sdo extremamente comuns no mundo. Isso se deve em parte ao
uso disseminado de antibioticos de amplo espectro na pratica médica, imunossupressores e
outros grupos de medicamentos. Em termos de frequéncia, taxa de propagacao e globalidade,
as infecgdes fungicas se aproximam das infecgdes respiratorias agudas (BHATTACHARYA,
SAE-TIA; FRIES, 2020; CAPOCI et al., 2019; LEWIS, 2011). Além disso, seu numero
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continua a crescer devido ao aumento na quantidade de pacientes imunocomprometidos, a
expansao da terapia imunossupressora e a disseminacao de infecgdes pelo HIV. As taxas de
mortalidade em pacientes neutropénicos por infecgdes fangicas ainda sdo inaceitavelmente
altas, e o tempo para implementacdo do antifingico ideal tem um impacto significativo nos
resultados dos pacientes (MAKSIMOV et al., 2021). Portanto, o0 aumento da frequéncia das
micoses é um dos problemas médicos e sociais significativos da atualidade.

Os antimicéticos sdo drogas com efeitos fungicidas ou fungistaticos. Para o tratamento
de doencas fungicas, sdo utilizados varios grupos de compostos que se diferenciam em sua
origem (natural, sintético ou semissintético), alvos moleculares e mecanismo de acéo, efeito
antifungico (fungicida ou fungistatico), indicacbes de uso (infec¢des locais ou sistémicas) e
métodos de administracdo (parenteral, oral, externo etc) (BHATTACHARYA; SAE-TIA,
FRIES, 2020; HOUST; SPIZEK; HAVLICEK, 2020; MAZU et al., 2016).

Atualmente, existem poucas classes de agentes antifingicos estruturalmente distintos
disponiveis para o tratamento de infeccBes fangicas no geral. Como tanto as células fungicas
guanto as células de mamiferos sdo eucarioticas, os alvos de drogas anti-infecciosas especificas
para fungos sdo poucas. A estratégia mais amplamente explorada para o desenvolvimento de
antifungicos faz uso das diferencas na biossintese de esterol e tem como alvo a via de
biossintese desse esterol ou o proprio ergosterol, que é incorporado a membrana celular do
fungo. Outras estratégias incluem a inibicdo da sintese de RNA e DNA por compostos que sao
transportados seletivamente para a célula fangica e a inibi¢do da sintese da parede celular do
fungo (Figura 2) (GREEN; GOLDMAN, 2021; MAKSIMOV et al., 2021).
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Figura 2. Mecanismos de acéo dos antifingicos tradicionais sobre alvos celulares.
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() Os azdis inibem a sintese de ergosterol no reticulo endoplasmatico da célula fungica. Atuam interferindo na
enzima lanosterol 14a-demetilase, envolvida na transformagdo do lanosterol em ergosterol. As alilaminas e 0s
tiocarbamatos inibem a enzima esqualeno-epoxidase, que participa da sintese do ergosterol. (b) Os polienos atuam
na membrana flngica ligando-se ao ergosterol e causando a ruptura da estrutura da membrana, promovendo o
extravasamento dos constituintes intracelulares e, consequentemente, a morte celular. (c) A flucitosina inibe a
enzima timidilato-sintetase, interferindo no DNA. (d) As equinocandinas inibem a (1,3) pB-D-glucano sintase,
impedindo a sintese de glucano, que estd presente na parede celular dos fungos. (e) A griseofulvina atua
interrompendo a produgdo do fuso mitético e dos microtdbulos citoplasmaticos, inibindo assim a mitose fungica.
Fonte: (DE OLIVEIRA SANTOS et al., 2018).

2.4.1 Azdis

Os medicamentos membros da classe dos azéis sdo 0s mais amplamente usados de todos
os antifungicos. Sua utilidade se deve principalmente a sua atividade contra um amplo espectro
de patdgenos fungicos e um espectro moderado de efeitos colaterais, especificamente sem a
limitacdo devido a nefrotoxicidade experimentada por pacientes em tratamento com
anfotericina B. Existem varios azdis atualmente usados para o tratamento de infec¢6es fangicas
invasivas, como por exemplo (fluconazol, itraconazol, voriconazol e posoconazol) e varios
outros para infecgOes diversas. Embora esses agentes sejam todos da mesma classe, eles variam
individualmente em relacdo ao espectro de atividade e aos perfis farmacocinéticos e de
toxicidade. A utilizacdo apropriada desses agentes € baseada nessas caracteristicas Unicas
(GREEN; GOLDMAN, 2021).

O principal alvo de todos os antifungicos azolicos é a lanosterol 14a-demetilase, que é
0 produto do gene ERG11. A lanosterol demetilase € um membro da classe de enzimas do

citocromo P450 (CYP450) e é uma enzima critica na biossintese do ergosterol. Como o
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ergosterol ndo é encontrado nas membranas das células dos mamiferos, a inibicdo dessa via é
um mecanismo de acdo especifico do fungo para essa classe de medicamentos. O tratamento
com azois resulta na diminuicdo do ergosterol celular e leva ao acumulo de esterois metilados
toxicos. Em geral, os azois sdo considerados fungistaticos para Candida e outras espécies de
leveduras, mas alguns sdo fungicidas para espécies de Aspergillus (MAZU et al., 2016;
SHAFIEI et al., 2020).

Os antifingicos azois abrangem duas grandes classes, 0s imidazois e os triazois, que
compartilham o mesmo espectro antifingico e mecanismo de acdo. Os mais empregados
atualmente nos tratamentos das candidiases incluem os imidazois (cetoconazol e miconazol),
triazOis de primeira geracdo (fluconazol e itraconazol) e de segunda geracdo (voriconazol,
posaconazol e ravuconazol) (Figura 3) (KATHIRAVAN et al., 2012; SU; HAN; HUANG,
2018). Os imidazdis e os triazois diferem nas suas estruturas quimicas, conforme possuem dois

ou trés atomos de nitrogénio, respectivamente, no anel azélico composto de 5 membros.

Figura 3. Estruturas quimicas de alguns antifangicos azois.
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(A) Fluconazol; (B) itraconazol; (C) voriconazol; (D)
posaconazol; e (E) isavuconazol. As subestruturas necessarias
para a atividade biol6gica estdo em azul. Fonte: figura adaptada
de (HOUST; SPIZEK; HAVLICEK, 2020).
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Os triazois sdo geralmente bem tolerados, sendo os efeitos adversos mais comuns 0s
sintomas gastrointestinais, como nauseas, vomitos e diarreia. Elevagdes das transaminases
hepéticas estdo associadas ao uso de todos 0s azdis, mas 0s casos de hepatotoxicidade
fulminante sdo raros. Casos de prolongamento do intervalo QT e torsades de points também
foram associados aos azdis; no entanto, essas observagdes sdo geralmente em pacientes com
comorbidades e em uso de medicamentos concomitantes que também estdo associados ao
prolongamento do intervalo QT (ALKAN et al., 2004; PHILIPS et al., 2007). O voriconazol foi
associado a uma serie de efeitos colaterais Unicos, como alteragdes visuais e neurologicas, que
estdo correlacionados com altas concentragdes séricas desse medicamento (ZONIOS et al.,
2008).

Além disso, um dos inconvenientes dos azois é que eles sdo em geral fungistaticos e ndo
fungicidas contra espécies de Candida, o que provavelmente contribui para o desenvolvimento
de cepas resistentes (BHATTACHARYA,; SAE-TIA; FRIES, 2020; PRISTOV; GHANNOUM,
2019). Dessa forma, foi observado que na ultima década, a resisténcia aos azéis sobretudo ao
fluconazol foi relatada em mulheres com CVV/R. Estudos epidemiologicos anteriores
descobriram que quase todas as mulheres com diagnostico de C. albicans resistente ao
fluconazol tiveram exposicdo anterior a esse farmaco (MARCHAIM et al., 2012; SOBEL;
SOBEL, 2018). As taxas de resisténcia aos az6is sdo altamente varidveis e podem ser
influenciadas pelos padrfes de prescricdo médica para o tratamento e profilaxia.

2.4.2 Polienos

Desde a década de 1950, mais de 200 polienos com atividade antifungica foram
descobertos; entretanto, a anfotericina B (AMB) continua sendo a Unica droga polieno de
escolha no tratamento de infeccBes fungicas invasivas (BELAKHOV; GARABADZHIU;
CHISTYAKOVA, 2019; ZOTCHEV, 2003). A nistatina (NYS) também ¢é um antifingico
polieno com 0 mesmo mecanismo de acdo da AMB, no entanto, ndo é formulada como
medicamento intravenoso. Porém, como ndo é absorvido pelas membranas mucocutaneas, esse
agente pode ser aplicado por via topica ou oral para tratar infeccbes como a candidiase
orofaringea com risco minimo (OMELCHUK; TEVYASHOVA; SHCHEKOTIKHIN, 2018).

A anfotericina B é um heptaeno ciclico (Figura 4) produzido pela bactéria Gram™®
Streptomyces nodosus e possui dois mecanismos de ac¢do. Primeiro, varias moléculas de AMB
se incorporam a bicamada lipidica dos fungos e se ligam ao ergosterol. Por sequestro do

ergosterol, sdo formados poros de permeabilidade, e ambos os ions (K*, Mg?*, Ca?* e CI") bem
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como a glicose sdo liberados. O répido esgotamento dos ions intracelulares resulta na morte das
células fungicas. Em segundo lugar, AMB induz o acimulo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), resultando em danos ao DNA, proteinas, mitocondrias e membranas (MESA-ARANGO
et al., 2014). As partes estruturais dos grupos micosamina e hidroxila nas posi¢cdes C8, C9 e
C35 sdo criticas para a atividade bioldgica da AMB (OMELCHUK; TEVYASHOVA,
SHCHEKOTIKHIN, 2018).

Figura 4. Estruturas quimicas dos antifungicos poliénicos.

A

(A) Anfotericina B e (B) nistatina. As subestruturas necessarias para a atividade bioldgica estdo em azul. Fonte:
(HOUST; SPIZEK; HAVLICEK, 2020).

Embora mais especifica para o ergosterol fungico, a anfotericina B também pode se ligar
a células de mamiferos, causando efeitos toxicos nos pacientes. O efeito adverso limitante do
tratamento mais proeminente é a nefrotoxicidade. A nefrotoxicidade induzida pela anfotericina
B é dependente de dose e é principalmente caracterizada por uma diminui¢do na taxa de
filtracdo glomerular (TFG) por vasoconstri¢do, perda de sodio, pot&ssio e magnésio, bem como
acidose tubular renal (PERSONETT et al., 2019). A AMB tem sido o medicamento padréo para
0 tratamento de infecc¢Ges fangicas sistémicas ha décadas, mas os efeitos colaterais citados
anteriormente, da sua forma convencional (desoxicolato de anfotericina B) limitam a sua

utilizacdo. Formulagdes lipidicas de AMB apresentam menor toxicidade que a anfotericina B
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convencional e representam uma alternativa eficaz para determinados pacientes, no entanto
apresentam custo muito elevado (FAUSTINO; PINHEIRO, 2020).

Interessantemente, algumas formulacGes de AMB em nanoparticulas e nanofibras tem
sido estudada em modelos in vitro e in vivo para o tratamento local da CVV como alternativa
aos tratamentos orais e vaginais com farmacos azdis que ja apresentam eficacia limitada,
principalmente devido a crescente resisténcia da Candida a esses medicamentos. No entanto,
estudos de farmacocinética, farmacodindmica, bem como a existéncia de efeitos toxicos dessas
formulacGes precisam ser realizados (MELO et al., 2020; SOUZA et al., 2018). Além disso,
cepas fungicas de C. albicans podem apresentar mutacGes em genes envolvidos na via de
biossintese do ergosterol, especificamente ERG3 e ERG6, foram identificadas em isolados de
C. albicans resistentes a anfotericina B, levando a diminuicdo dos niveis de ergosterol na
membrana celular (KELLY et al., 1997; MARTEL et al., 2010).

2.4.3 Flucitosina

A 5-Flucitosina (5-FC) (Figura 5A) é um analogo sintético da citosina. Apds a
administracdo, a 5-FC é absorvida pela citosina-permease na célula fungica e desaminada em
5-fluorouracila (Figura 5B) pela citosina desaminase. A 5-fluoruracila é subsequentemente
convertido em trifosfato de 5-fluoruridina. Ao contréario do &cido uridilico, este composto é
incorporado ao acido ribonucleico (RNA) fungico, resultando na inibicdo da sintese de
proteinas. Além disso, a 5-fluoruracila pode ser metabolizado em monofosfato de 5-
fluordeoxiuridina pela uridina monofosfato pirofosforilase. Este composto inibe a fonte
primaria de timidina na biossintese de DNA, a timidilato sintetase, devido & incapacidade da

enzima de remover o atomo de flior (PARKER, 2009).

Figura 5. Estrutura quimica do antifngico flucitosina.
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(A) Flucitosina, e seu produto desaminado (B) 5-fluoruracila. As subestruturas necessarias para a atividade
bioldgica estdo em azul. Fonte: figura adaptada de (HOUST; SPIZEK; HAVLICEK, 2020).
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A 5-FC é um agente antifangico oral de limitado espectro antifungico, foi adicionada
ao arsenal antifungico em 1971, e devido ao rapido desenvolvimento de resisténcia antifungica,
esse composto raramente € usado em monoterapia. Em um modelo murino de candidiase
disseminada, o tempo acima da CIM foi o melhor pardmetro farmacocinético e
farmacodindmico correlacionado com a eficacia desse medicamento (ANDES; VAN
OGTROP, 2000). Embora as Diretrizes de Préaticas Clinicas para 0 Manejo da Candidiase
recomendem 5-FC em combinacdo com anfotericina B ou fluconazol para uma variedade de
tipos de infeccdes, preocupacdes com relacdo a toxicidade, como supressao da medula 6ssea e
elevacdo das transaminases hepatica, muitas vezes impedem seu uso (PAPPAS et al., 2009).
Sua utilidade atual € principalmente limitada ao tratamento de infecgdes por leveduras do
género Candida (DELMA et al., 2021), e da meningite criptocécica (SAAG et al., 2000).

A utilizacdo da 5-FC na CVV, sobre tudo como monoterapia parece ndo ser interessante,
pois em estudos que verificaram a suscetibilidade de vérias espécies de Candida a esse farmaco
constataram elevada prevaléncia de resisténcia primaria, todas elas mediada pelo gene FUR1
mutante (ANH et al., 2021; GOPINATHAN, 2013).

2.4.4 Equinocandinas

As equinocandinas sdo andlogos modificados das pneumocandinas e sdo produtos da
fermentacdo de uma variedade de microrganismos. Nomeadamente, a anidulafungina €
derivada da equinocandina Bo (Aspergillus nidulans), a caspofungina da pneumocandina Bo
(Glarea lozoyensis) e a micafungina da pneumocandina Ao (Coleophoma empetri). As
equinocandinas sdo direcionadas contra a 1,3-p-D-glucano sintase, 0 complexo enzimatico
composto pelas subunidades catalitica transmembrana Fksp e regulatéria Rholp intracelular. O
primeiro € inibido ndo competitivamente; portanto, 1,3-p-D- glucano sintase ndo pode converter
uridina difosfato glicose em B-D-glucano, e a parede celular do fungo torna-se altamente
permeavel (LIU; BALASUBRAMANIAN, 2001). As equinocandinas sdo hexapeptideos
ciclicos com cadeias laterais N-acetiladas lipofilicas (Figura 6A—C). Seu nucleo determina suas
propriedades fisico-quimicas - a homotirosina inibe a 1,3-p-D-glucano sintase; os residuos de
prolina aumentam a poténcia antifingica; e a substituicio com um grupo hidroxila,
etilenodiamina e porcdes sulfatadas melhoram a solubilidade em agua (HUTTEL, 2021; YAO
etal., 2012).
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Figura 6. Antifingicos equinocandinas.
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(A) Caspofungina, (B) micafungina e (C) anidulafungina. O residuo de aminoécido homotirosina (azul) é
obrigatdrio para a inibico da subunidade catalitica Fks da 1,3-B-D-glucano sintase. O nlcleo do aminoacido
(preto) contribui para a poténcia antifingica e determina as propriedades fisico-quimicas. Além disso, 0s grupos
etilenodiamina, sulfato e hidroxila (rosa) contribuem para a solubilidade em &gua. Fonte: figura adaptada de
(HOUST; SPiZEK; HAVLICEK, 2020).

As equinocandinas sdo usadas para o tratamento da candidiase invasiva com base nos
resultados de trés ensaios clinicos definidores nos quais a caspofungina, a micafungina e a
anidulafungina foram mostradas como ndo inferiores a anfotericina B, anfotericina B
lipossomal e ao fluconazol, respectivamente (KUSE et al., 2007; MORA-DUARTE et al., 2002;
REBOLI et al., 2007). Esses agentes sao caracterizados por seu amplo espectro de atividade,
baixa incidéncia de interagbes medicamentosas e uma relativa auséncia de efeitos adversos
(ZAAS; ALEXANDER, 2005).

Todos os trés agentes equinocandinas sdo fungicidas dependente da dose contra as
espécies de Candida, incluindo aqueles isolados resistentes a antifungicos azolicos
(OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003; PFALLER et al., 2003, 2005). Ao contréario da classe
de antifungicos azolicos, observou-se que as equinocandinas apresentam atividade contra o
biofilme flngico e a formacdo de biofilme (PRAZYNSKA; BOGIEL; GOSPODAREK-
KOMKOWSKA, 2018; SOUSTRE, 2004).
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Todos os agentes da classe das equinocandinas estdo disponiveis apenas como
formulacdo parenteral. A caspofungina ndo requer ajuste de dosagem em pacientes com
insuficiéncia renal; no entanto, esse farmaco requer uma reducdo da dosagem em pacientes com
insuficiéncia hepatica moderada. A micafungina e a anidulafungina ndo requerem ajuste de
dosagem para insuficiéncia hepética ou renal. As equinocandinas sdo geralmente bem toleradas;
no entanto, casos de hepatotoxicidade e reacdes relacionadas a infusdo estdo associados a essa
classe (KOFLA; RUHNKE, 2011).

As equinocandinas atualmente licenciadas, como dito anteriormente sdo aprovadas para
uso apenas como formulacdo parenteral. No entanto, recentemente alguns estudos com uma
nova equinocandina designada de CD101 tem sido conduzida contra Candida spp. nos casos
agudos de candidiase vulvovaginal e comparada com o fluconazol. Nesse ensaio clinico
randomizado, as formulacBes em gel e pomada de CD101 mostraram-se seguras e bem
toleradas. Ambas as formulagBes resultaram em taxas semelhantes de curas clinicas,
micoldgicas e terapéuticas ha CVV, embora ndo tenha poder para mostrar superioridade sobre
o fluconazol. As taxas de cura em todas as categorias foram numericamente, mas nao
estatisticamente, menores do que o padrdo atual, de fluconazol 150mg por via oral.
Adicionalmente, verificou-se que a maioria dos individuos com leveduras do género Candida,
diferentes da C. albicans, ndo obteve sucesso no tratamento em todas as coortes (BOIKOV et
al., 2017; NYIRJESY et al., 2019).

Ademais, a CD101 como uma nova equinocandina com meia-vida longa em
desenvolvimento clinico para o tratamento de candidemia/candidiase invasiva e CVV, tem sido
alvo de surgimento de cepas de Candida resistentes a esse farmaco, apesar da resisténcia as
equinocandinas ser relativamente rara (LOCKE et al., 2016).

2.4.5 Triterpendides (Ibrexafungerp)

O ibrexafungerp, € um agente experimental no tratamento de doencas fungicas, € o
primeiro membro da classe dos antifungicos triterpendides, atuando no mesmo alvo que as
equinocandinas, e estd disponivel por via oral com evidéncia de boa penetracdo tecidual em
muitos locais no corpo humano (WRING et al., 2019).

Em 2021, o ibrexafungerp foi aprovado nos Estados Unidos para o tratamento da
candidiase vulvovaginal (CVV), com base em dois estudos clinicos de Fase 3, randomizados,
duplo-cegos e controlados por placebo. Em ambos os ensaios clinicos (VANISH 303 e

VANISH 306), o ibrexafungerp 300mg por dia foi comparado com um placebo. Os pacientes
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que receberam ibrexafungerp tiveram taxas significativamente mais altas de cura clinica. As
taxas de cura foram de 50,5% para ibrexafungerp e 28,6% para o placebo; p < 0,001, 63,3% vs.
44,0%, p = 0,007 em VANISH 303 e VANISH 306; respectivamente, erradicacdo micologica
(49,5% para ibrexafungerp vs. 19,4% para o placebo, p < 0,001 e 58,5% vs. 29,8%, p< 0,001
em VANISH 303 e VANISH 306, respectivamente) e sucesso terapéutico geral (36,0% para
ibrexafungerp vs. 12,6% para o placebo, p < 0,001 e 46,1% vs. 28,4%, p = 0,022 em VANISH
303 e VANISH 306, respectivamente) (SCHWEBKE et al., 2022; SOBEL et al., 2022). Além
disso, no acompanhamento com ibrexafungerp, houve resolucdo dos sintomas e melhora
significativa em comparagdo com o placebo. Os estudos indicaram que o ibrexafungerp foi bem
tolerado, com efeitos adversos predominantemente gastrointestinais e de gravidade leve a
moderada, incluindo diarreia (17%), nausea (12%) (MCCARTHY, 2022).

Além do mais, devido a estudos pré-clinicos em animais nos quais foi relatada
teratogenicidade, ibrexafungerp é contraindicado na gravidez. A contracepcdo deve ser usada
durante o tratamento e por pelo menos 4 dias apés a conclusédo da Gltima dose em mulheres com
possibilidade de gravidez (PHILLIPS; ROCKTASHEL; MERJANIAN, 2023). No entanto,
como o fluconazol foi o Unico azoélico oral aprovado pela Food and Drug Administration (FDA)
para CVV, enquanto os antifngicos orais polieno (nistatina, ndo é absorvido e, portanto, ndo
trata a CVV) e as equinocandinas que nédo sdo aprovados para esta condicdo, o ibrexafungerp
parece ser uma importante alternativa (CAROLUS et al., 2020; GROVER, 2010).

O ibrexafungerp € estruturalmente distinto das equinocandinas (Figura 7) e é um
derivado semissintético do glicosideo triterpeno hemiacetal de ocorréncia natural
enfumafungina que incorpora uma piridina triazol na posi¢do 15 do ndcleo do sistema de anéis
de &cido fenantropirano carboxilico e um 2-amino-2,3,3-trimetil-butil éter na posi¢do 14 para
melhorar a poténcia antifungica e as propriedades farmacocinéticas. Comparado com as
equinocandinas, o ibrexafungerp tem as vantagens de biodisponibilidade oral, um maior volume
de distribuicdo e sua ligacdo a glucano sintase parece distinta daquela das equinocandinas,
levando a retencdo da atividade contra a maioria dos isolados de Candida spp. resistentes a
equinocandinas (DAVIS et al., 2020; WRING et al., 2017).
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Figura 7. Estruturas moleculares da caspofungina (esquerda) e ibrexafungerp (direita).
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Estruturas vermelhas indicam componentes estruturais centrais. Fonte: (ANGULO et al., 2022).
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O ibrexafungerp interrompe a sintese da parede celular flngica através da inibicao da
1,3-pB-D-glucano sintase (MCCARTHY, 2022). A inibi¢do da glucano sintase também é o
mecanismo de acdo das equinocandinas e demonstrou resultar em um efeito clinicamente
significativo no tratamento de infec¢Ges fangicas. Como o ibrexafungerp tem como alvo uma
via enzimatica que ndo é encontrada em ceélulas humanas, ele apresenta um baixo risco de

efeitos adversos farmacodinamicos (Figura 8).

Figura 8. Local e mecanismo de agdo do ibrexafungerp.
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2.5 RESISTENCIA AOS ANTIFUNGICOS

O termo resisténcia pode ser definido como uma cepa que possui uma concentracdo
inibitéria minima (CIM) para um determinado antifungico acima de um certo limite ou
breakpoint especifico; a resisténcia também pode ser usada de forma mais ampla para indicar
uma cepa com um aumento na CIM a um medicamento antifungico em relagdo a uma cepa de
controle ou referéncia (BERMAN; KRYSAN, 2020).

A resisténcia microbiana as drogas antifingicas é resultado de multiplos fatores e surge
por uma série de mecanismos moleculares (Figura 9). Considerando que alguma resisténcia
intrinseca ou primaria (presente em organismos que nunca foram expostos a drogas de
interesse) foi encontrada naturalmente, por exemplo, Pichia kudriavzevii (C. krusei),
Nakaseomyces glabrata (C. glabrata) e Aspergillus spp. resistentes ao fluconazol
(BEARDSLEY et al., 2018; MORIO et al., 2017; SANGUINETTI; POSTERARO; LASS-
FLORL, 2015), a resisténcia adquirida ou secundaria (que surge somente apds a exposicdo do
organismo a droga e é caracterizada por uma alteracdo na expressdo génica, quando em
presenca do agente antifdngico) tem sido uma consequéncia de terapias de longo prazo,
profilaxia generalizada, ou uso de antifingicos na agricultura, especialmente no caso dos
triazois (VERWEL et al., 2016). A exposi¢do ambiental de A. fumigatus a fungicidas triazdlicos
pode explicar sua resisténcia em pacientes antes nunca expostos a essa classe farmacoldgica
(BERGER et al., 2017). Além disso, a resisténcia secundaria pode ocorrer apds a transmissao
vertical e horizontal em animais e humanos (BLISS et al., 2008; CUTLER et al., 2011).
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Figura 9. Diferentes mecanismos de multirresisténcia de células fungicas.
FLUCYTOSINE (a) ()

AZOLES
(@) (b)

ECHINOCANDINS (a)

Os principais mecanismos de resisténcia aos farmacos azolicos, polienos, equinocandinas e flucitosina incluem:
(a) alteracdo do alvo enzimatico (genes que codificam enzimas da via biossintética do ergosterol — AZOIS, glucano
sintases — EQUINOCANDINAS, citosina desaminase ou uracil fosforribosiltransferase — FLUCITOSINA)
levando a mé ligacdo de drogas toxicas aos seus sitios-alvo enzimaticos, (b) superexpressdo de proteinas de efluxo
de drogas levando ao aumento do efluxo — AZOIS, (c) mudancas na propriedade/composicio da membrana
afetando a importagdo normal de drogas — FLUCITOSINA, (d) Reducéo de ester6is na membrana plasmatica —
POLIENOS. As bolinhas coloridas indicam moléculas de antifingicos. Fonte: (DE OLIVEIRA SANTOS et al.,
2018).

2.5.1 Resisténcia aos azois

A elevada resisténcia aos azdis € principalmente resultado de sua natureza fungistatica
e ndo fungicida (REVIE et al., 2018; SANGLARD; COSTE, 2016). Alguns mecanismos de
resisténcia aos antifingicos azélicos foram elucidados para Candida spp. € podem ser
classificadas principalmente como: 1) alteracdes na parede celular ou na membrana plasmatica,
levando a ma absorgdo do farmaco; 2) alteragdes na afinidade do alvo do medicamento (isto é,
gene ERG11), devido a mutacBes ou ainda superexpressdo deste; 3) efluxo de farmacos
mediado por proteinas transportadoras de membrana pertencentes aos transportadores ATP-
binding cassete (ABC), a saber CDR1 e CDR2 ou o major facilitator superfamily (MFS),
CaMDR1; e 4) formacdo de biofilme (FLOWERS et al., 2015; PEREIRA et al., 2021; RYBAK

et al., 2019, 2020). Frequentemente a resisténcia antifingica descrita em cepas de C. albicans
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geralmente € uma combinagdo dos mecanismos mencionados acima, tornando o tratamento
ainda mais dificil (IVANOQV et al., 2020).

2.5.2 Resisténcia aos polienos

Isolados clinicos de fungos resistentes a anfotericina B sdo raros e 0s mecanismos de
resisténcia sao pouco compreendidos. Mutacfes em genes envolvidos na via de biossintese do
ergosterol, especificamente ERG2, ERG3, ERG5, ERG6 e ERG11, foram identificados em
isolados de C. albicans resistentes a anfotericina B, levando a niveis diminuidos de ergosterol
na membrana celular. Dessa forma, a diminui¢do do contetdo de ergosterol na membrana da
célula fangica diminui a interacdo anfotericina B-ergosterol e resulta na diminuicao da atividade
dos polienos (ELLIS, 2002; JENSEN et al., 2015; MARTEL et al., 2010). Isolados de Candida
e Cryptococcus resistentes aos polienos apresentam menor teor de ergosterol do que em
isolados suscetiveis (ESPINEL-INGROFF, 2008). Além das alteracGes genéticas, o tratamento
com azdbis também tem sido atribuido ao aumento da resisténcia aos polienos em espécies de
Candida, como consequéncia da reducdo dos niveis de ergosterol celular mediada por essa
classe farmacolégica. Isolados de C. albicans, o agente etioldgico mais comum das infeccGes
fangicas invasivas, foram documentados para desenvolver resisténcia a anfotericina B, mas isso
sO foi observado em combinacdo com resisténcia a antifungicos azélicos (CAROLUS et al.,
2020; KELLY etal., 1997; MARTEL et al., 2010).

2.5.3 Resisténcia a flucitosina

A 5-FC ¢é conhecida por seu rapido desenvolvimento de resisténcia; portanto, é usada
apenas em terapia combinada com AMB e triazbis. Resisténcia priméria e secundaria em
Candida spp. clinicamente relevantes surgiram como consequéncia de alteragdes nos genes
FCY2, FCY1 e FUR1 responsaveis pela captacdo de 5-FC e sua conversdo, respectivamente
(COSTA et al., 2015; DELMA et al., 2021).

A resisténcia intrinseca a flucitosina € resultado de mutagBes na purina citosina
permease (Fcy2), que prejudica a captacdo celular do farmaco. A resisténcia secundaria
geralmente se correlaciona com mutagdes na enzima uracil fosforibosiltransferase (Furl) ou na
citosina desaminase (Fcal), impedindo assim a conversdo de 5-fluorouracil em sua forma ativa
(KANAFANI; PERFECT, 2008; VANDEPUTTE et al., 2011; VANDEPUTTE; FERRARI;
COSTE, 2012).
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2.5.4 Resisténcia as equinocandinas

Isolados de Candida resistentes as equinocandinas séo raros, mas como esses farmacos
estdo sendo usados com mais frequéncia, a incidéncia de resisténcia certamente aumentara. Ao
contrario dos antifungicos azélicos, ndo foi documentado que as bombas de efluxo contribuam
para a resisténcia a esses medicamentos (LEE et al., 2021).

A diminuicdo da suscetibilidade a equinocandinas ocorre por meio de 3 mecanismos
principais: (1) respostas adaptativas ao estresse, que resultam em contetdo elevado de quitina
na parede celular fungica e crescimento paradoxal in vitro na concentra¢do do farmaco acima
da CIM; (2) mutacdes adquiridas no gene FKS1, que conferem sensibilidade diminuida a 1,3-
B-D-glucano sintase e CIMs elevadas estdo frequentemente associadas a falha clinica; e (3)
mutacdes intrinsecas no gene FKS1, que sdo mutagdes de ocorréncia natural em C. parapsilosis
e C. guilliermondii que conferem niveis elevados de CIM, mas sensibilidade relativamente
maior a 1,3-B-D-glucano sintase em comparagdo com mutagdes adquiridas da FKS1 (GARCIA-
EFFRON; PARK; PERLIN, 2009; SANGLARD, 2016).

Alguns estudos também relataram que mutacdes no gene FKS1 produzem alteracdes na
morfologia da parede celular de C. albicans, observando-se uma diminuicao nos niveis de 1,3-
B-D-glucano sintase em contraste com o0 aumento da quantidade de quitina em resposta a
exposicao as equinocandinas. Os dados sugerem que 0 aumento da quitina na parede celular de
C. albicans pode fornecer maior oportunidade para adquirir mutacdes no FKS1, mesmo sem
exposicdo a esses farmacos (GROSSMAN; CHILLER; LOCKHART, 2014; WIEDERHOLD
etal., 2011).

2.6 LIMITACOES NA UTILIZACAO DOS ANTIFUNGICOS

Atualmente ha varias moléculas com potencial antifungico significativo em pesquisa,
tais como: derivados de triterpenoides, enfumafugina, nicomicinas proveniente de
Streptomyces, entre outros. No entanto, ainda existe um repertério muito limitado de drogas
antifungicas para o tratamento dessas infecgdes, em parte devido a estreita relacdo evolutiva
entre esses patogenos eucaridticos e seus hospedeiros. O que aumenta as dificuldades para
desenvolver antifungicos especificos, que afetem sobremaneira as células fungicas e ndo do
hospedeiro (BOUZ; DOLEZAL, 2021; NICOLA et al., 2019).

O tratamento das micoses humanas ndo é sempre efetivo, pois a recorréncia € comum,

0 que evidencia a limitada eficacia dos farmacos antifungicos disponiveis, 0s quais apresentam
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também importante toxicidade. Além disso, o desenvolvimento de espécies resistentes tem sido
bastante expressivo (BERMAN; KRYSAN, 2020; FIDEL et al., 1993; PAPPAS et al., 2009).

Nesse aspecto, ha uma preocupacdo com a crescente resisténcia a novos agentes
antifngicos. A eficécia terapéutica da maioria das drogas antifungicas é comprometida pelo
surgimento de cepas resistentes a drogas e superinfeccdo com cepas multirresistentes. Assim, 0
combate as infeccbes por Candida, particularmente aquelas que s&o devido a cepas resistentes,
continuam a ser um grande desafio para os clinicos (BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES,
2020; REVIE et al., 2018).

O surgimento e a diversidade de cepas resistentes as drogas classicas, a sua toxicidade,
0s custos do tratamento, interagdes medicamentosas significativas e biodisponibilidade
insuficiente, tem incentivado uma busca continua por novos antifungicos mais efetivos e
sobretudo, mais seguros que os ja existentes (BERMAN; KRYSAN, 2020; PERSONETT et al.,
2019; RYBAK et al., 2019).

Um dos maiores desafios no desenvolvimento de drogas antiflngicas estdo nas
similaridades compartilhadas entre os fungos e o hospedeiro. Para desenvolver novas drogas, €
necessario ter em mente que um eficiente antifngico deve atuar com maxima especificidade
nos fungos apresentando baixa toxicidade para o hospedeiro (SALCI et al., 2018). Sendo assim,
alguns critérios devem ser considerados na perspectiva de selecionar alvos para intervencgdo de
novos produtos antifungicos. Primeiramente, eles precisam ser seletivos, (i. ), 0s alvos devem
ser unicos nos fungos ou suficientemente diferentes do hospedeiro. Em seguida, os alvos
precisam necessariamente ser essenciais para o crescimento e viabilidade dos fungos em estudo.
E em terceiro lugar, os alvos devem ser bem caracterizados, onde seu papel fisiologico e
natureza bioquimica devem ser compreendidos (FUENTEFRIA et al., 2018; IVANOV; CIRIC;
STOJKOVIC, 2022).

Moléculas bioativas provenientes de plantas medicinais e ervas tém se tornado de
grande interesse devido as suas aplicacdes e versatilidade. Nesse sentido, desempenham um
papel importante como fonte de inovacdo de agentes terapéuticos para varias condicdes
médicas, incluindo doengas infecciosas (ATANASOV et al., 2021; CALIXTO, 2019; HOWES
etal., 2020; YUAN et al., 2016).

2.7 PLANTAS MEDICINAIS

O ser humano sempre conviveu com uma grande variedade de espécies vegetais,

desenvolvendo maneiras particulares de explora-las para diferentes finalidades. Entre elas,
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destaca-se a utilizagdo de plantas para fins terapéuticos. Desde os tempos pré-historicos, as
populagdes humanas tém utilizado plantas para tratar e prevenir diversas enfermidades. Em
todo o mundo, o uso de plantas medicinais contribui significativamente com 0s primeiros
cuidados com a saude, embora seus constituintes quimicos nem sempre sejam conhecidos
(FERREIRA et al., 2014; PETROVSKA, 2012; SILVA et al., 2012; SURESH KUMAR, 2015).

Plantas medicinais e aromaticas sao amplamente empregadas na “medicina popular” e
tém sido extensivamente estudadas por cientistas a fim de encontrar compostos mais eficazes e
menos toxicos. Estas constituem uma importante fonte de novos compostos biologicamente
ativos, contendo uma série de substancias que podem ser usadas para o tratamento de diferentes
doencas infecciosas (ANAND et al., 2019; SILVA; FERNANDES JUNIOR, 2010).

A Organizacdo Mundial de Satide (OMS) define planta medicinal como sendo “todo e
qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com
fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semissintéticos” (VEIGA; PINTO;
MACIEL, 2005).

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade de plantas do mundo. Possui mais de 55
mil espécies descritas, o que corresponde a 22% do total mundial. A grande biodiversidade de
espécies vegetais presentes no Brasil constitui uma de suas maiores riquezas e se destaca como
fonte para obtencdo de novas substancias com finalidades terapéuticas (CAIQUE BARBOSA
DOS SANTOS, 2020).

E provavel que a intensa pressdo seletiva exercida pelos microrganismos sobre as
plantas resultou na evolucdo de uma ampla variedade de compostos fitoquimicos com atividade
antifungica, conforme tem sido demonstrado pelas pesquisas de isolamento de componentes
antifungicos ativos provenientes dos extratos brutos das plantas (DERBYSHIRE, 2020;
HOWLETT etal., 2017).

Os produtos naturais constituem uma fonte privilegiada e insubstituivel de compostos
quimicos com varias fungbes terapéuticas. Inimeros compostos derivados de plantas
medicinais tém sido utilizados como prototipos para a sintese de novos farmacos
antimicrobianos menos toxicos e mais eficazes. 1sso se deve as caracteristicas Unicas das
moléculas antimicrobianas naturais, ou seja, a sua imensa diversidade molecular,
permeabilidade celular intrinseca, e especificidade bioativa (CALIXTO, 2019; DZOBO, 2022;
NEWMAN; CRAGG, 2020).

Os produtos quimicos produzidos pelos vegetais podem ser divididos em dois grandes
grupos. Os primeiros, denominados metabdlitos primarios ou macromoléculas, sdo essenciais

a todos os seres vivos. Incluem os lipideos, proteinas e carboidratos, que tém fungdes vitais
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bem definidas. Os produtos do metabolismo primério, por meio de rotas biossintéticas diversas,
originam as custas de energia, 0 segundo grupo de compostos quimicos — os metabolitos
secundarios ou micromoléculas - que geralmente apresentam estrutura complexa, baixo peso
molecular, marcantes atividades bioldgicas, e diferentemente daqueles do metabolismo
primario, sdo encontrados em concentracdes relativamente baixas e em determinados grupos de
plantas (ERB; KLIEBENSTEIN, 2020; OBATA; OBATA, 2019).

Os metabdlitos secundarios garantem vantagens para sobrevivéncia dos vegetais e para
a perpetuacdo de sua espécie em seu ecossistema. Apresentam varias fungdes, como por
exemplo, a defesa contra herbivoros e microrganismos, a protecdo contra os raios UV e a
atracdo de polinizadores ou animais dispersores de sementes. Os vegetais possuem elevada
capacidade biossintética de metabdlitos secundarios, tanto em relacdo ao nimero de substancias
produzidas, quanto a sua diversidade numa mesma espécie (BOTTGER et al., 2018; KABERA
etal., 2014).

Os metabolitos secundarios apresentam varias atividades bioldgicas. Em que muitos séo
de importancia comercial tanto na area farmacéutica quanto nas areas alimentar, agrondémica e
de perfumaria, entre outras. Entre os metabdlitos secundarios, os principais grupos de
compostos encontrados com atividade bioldgica sdo os alcaldides, flavondides, cumarinas,
taninos, quinonas e 6leos essenciais (AKHTAR; SWAMY; SINNIAH, 2019). Quimicamente,
a maioria dos 6leos essenciais é constituida de derivados fenilpropandides ou de terpendides,
no entanto estes Ultimos predominam (DE GROOT; SCHMIDT, 2016).

2.8 TERPENOS

Os terpenos fazem parte da composicdo dos Gleos essenciais, 0s quais tém diversas
aplicaces na industria, como na producdo de perfumes e cosméticos, além de apresentarem
varias propriedades farmacoldgicas (COX-GEORGIAN et al., 2019).

Os terpenoides séo formados quando moléculas de isopreno se unem por meio de uma
condensacdo. Essas moléculas de isopreno, por sua vez, sdo sintetizadas a partir do acido
mevaldnico. Os compostos terpénicos sao classificados com base no nimero de atomos de
carbono em suas moléculas. Existem os hemiterpenos ou isoprenos (5 carbonos), monoterpenos
(10 carbonos), sesquiterpenos (15 carbonos), diterpenos (20 carbonos), sesterpenos (25
carbonos), triterpenos (30 carbonos), tetraterpenos (40 carbonos) e poli-isoprenoides (n
carbonos) (GALATA; SARKER; MAHMOUD, 2014; SOBRAL et al., 2014).
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Os monoterpenos e sesquiterpenos sdo os terpenos mais comuns encontrados em 6leos
essenciais, com 0s monoterpenos representando cerca de 90% dos Oleos volateis. Os
monoterpenos podem ser classificados em trés subgrupos com base em sua estrutura: aciclicos,
que incluem compostos como mirceno, linalol e geraniol; monociclicos, que incluem alfa-
terpineol e terpinoleno; e biciclicos, que incluem alfa-pineno, tujona, canfora e fenchona (DE
GROOT; SCHMIDT, 2016).

2.8.1 Linalol

O linalol, é um alcool terciario monoterpeno aciclico que possui um mercado global de
producéo avaliado em US$ 9,980 milhdes em 2019, com expectativa de alcancar US$ 12,300
milhGes em 2024. Atualmente é predominantemente produzido por meio de sintese quimica.
Esse composto aromatico € utilizado em uma variedade de aplicacdes, como perfumes, locGes,
sabonetes, xampus, detergentes e produtos de limpeza ndo cosméticos (CAPUTI; APREA,
2011; FERRAZ et al., 2021).

O linalol como produto natural é encontrado em muitas plantas, sendo um componente
chave de suas fracbes volateis. Dentre estas, pode-se citar: Lavandula latifolia (lavanda-
portuguesa ou alfazema-brava), Lippia alba (melissa ou falsa-melissa, ou ainda erva-cidreira),
Lavandula angustifolia (lavanda-verdadeira ou lavanda-inglesa), Coriandrum sativum L.

(coentro), Aniba rosaeodora Ducke (pau-rosa) etc (AN et al., 2021).

O linalol apresenta vérias outras atividades biolégicas além de sua atividade
antimicrobiana:

- Anti-inflamatéria (PEANA et al., 2003);

- Antioxidante (LIU et al., 2012);

- Antiaterosclerotica in vivo (CHO et al., 2011);

- Neuroprotetor na doenga de Parkinson e Alzheimer (DE LUCENA et al., 2020;
SABOGAL-GUAQUETA; OSORIO; CARDONA-GOMEZ, 2016);

- Anticancerigeno (ELBE et al., 2022; SILVA et al., 2021);

- Sedativo, ansiolitico, anticonvulsivante e antidepressivo (KASPER et al., 2010);

- Desempenha efeito cardioprotetor no infarto do miocardio em modelos de ratos
(MOHAMED et al., 2021);

- Efeito anti-hipertensivo (LIANG et al., 2021);
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O linalol tem efeito antimicrobiano conhecido contra uma vasta variedade de bactérias
e fungos:

Bactérias Gram-positivas

Micrococcus flavus, Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes (SOKOVIC et al., 2010) e Listeria inocua (ZENGIN;
MOLECULES; 2014, 2014);

Bactérias Gram-negativas

Salmonella enterica (SOKOVIC et al., 2010), Vibrio fluvialis, Escherichia coli
(GHOSH et al., 2019), Pseudomonas aeruginosa (SOKOVIC et al., 2010), Pseudomonas
fluorescens (GUO et al., 2021), Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis (SOKOVIC et al.,
2010), Campylobacter jejuni, Campylobacter coli (DUARTE et al., 2016), Serratia
liquefaciens (ZENGIN; MOLECULES; 2014, 2014), Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Prevotella nigrescens, Fusobacterium nucleatum e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (PARK et al., 2012).

Fungos

Candida albicans, Candida glabrata (HSU et al., 2013), Candida tropicalis (SOUZA
et al., 2016), Trichophyton rubrum (DE OLIVEIRA LIMA et al., 2017), Microsporum canis e
Nannizzia gypsea (Microsporum gypseum) (SILVA et al., 2017).

Embora o linalol em si ndo seja alergénico e ndo cause sensibiliza¢do da pele, sua auto-
oxidacgdo pela exposicdo atmosférica pode levar a formacdo de oxidos de linalol, incluindo
hidroperdxidos, 6xidos de furano, pirandxidos, alcoois e linalil aldeido. Esses compostos
demonstraram apresentar propriedades de sensibilizagcdo da pele em ensaios como o teste de
linfonodo local e estudos de aplicagdo repetida (ANDERSCH BJORKMAN et al., 2014;
APROTOSOAIE etal., 2014; TER BURG et al., 2014). O nivel de efeito adverso ndo observado
(NOAEL) e o nivel de efeito adverso observado mais baixo (LOAEL) para exposi¢do dérmica
humana ao linalol foram 250mg/kg de peso corporal/dia e 1000mg/kg peso corporal/dia,
respectivamente (BELSITO et al., 2008).
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O linalol nédo é fototoxico nem genotoxico. Varios modelos in vitro (bactérias, células
fibroblasticas, entre outras) e estudos in vivo com (ratos Sprague-Dawley) foram usados para
testar a genotoxicidade do linalol e confirmaram que esse monoterpeno nédo induz modificacdes
no material genético (API et al., 2015; MARNETT et al., 2014). Adicionalmente, Silva et al.
(2020) analisaram a genotoxicidade do Ocimum basilicum L. e do seu fitoconstituinte
majoritario, o linalol. Nesse estudo, conduzido em camundongos Swiss (Mus musculus), foi
administrado via gavagem o 6leo essencial do Ocimum basilicum L. e o linalol em doses de
100 e 200mg/Kg do peso do animal, e dessa forma através de testes de microndcleos em células
de sangue periférico, contataram a auséncia de efeitos genotoxicos.

Ainda é importante relatar que o linalol em ensaios in vitro conduzidos com eritrocitos
humanos, células de carcinoma epidermoide (HEP2) e cancer de prostata (PC3), demonstraram
potente atividade antioxidante nos ensaios de peroxidacao lipidica e alta atividade inibitdria nos
ensaios de hemdlise, bem como baixo potencial citotoxico em células HEP2 e PC3
(ELGENDY; SEMEIH, 2019; SILVA, 2015).

Os possiveis efeitos adversos do linalol na funcao reprodutiva humana ainda estdo sendo
estudados. No entanto, em estudos realizados com ratas Sprague-Dawley, os valores de
NOAEL materno e de desenvolvimento fetal foram estabelecidos em 500mg/kg de peso
corporal/dia e 1.000mg/kg de peso corporal/dia, respectivamente (APROTOSOAIE et al.,
2014; MARNETT et al., 2014).

Sendo assim, com base em estudos in vivo em ratos e camundongos, o linalol apresenta
baixa toxicidade aguda, por via oral e cutanea. Portanto, o linalol é aprovado e geralmente
reconhecido como seguro (generally recognized as safe) (GRAS) pela Food and Drug
Administration (FDA) (LAPCZYNSKI; LETIZIA; API, 2008).

Embora o linalol tenha varios efeitos benéficos no corpo humano, poucos dados estdo
disponiveis sobre seu metabolismo em humanos. As biotransformacdes do linalol foram
realizadas usando CYP2D6 e CYP2C19 recombinantes humanos. Ambas as isoformas CYP
estdo presentes na pele humana. O produto majoritario foi o cis- e trans-8-hidroxilinalol
(MEESTERS; DUISKEN; HOLLENDER, 2007).

Em animais, as primeiras tentativas de estudar o metabolismo do linalol in vivo foram
feitas no inicio do século XX, quando em 1904 Hildebrandt realizou pesquisas em coelhos. Ele
mostrou que o linalol é excretado como glicuronideo (ROFFEY; WALKER; GIBSON, 1990).
No ano de 1974, uma pesquisa realizada por Parke; Rahman e Walker, (1974), investigaram a
distribuicdo do composto [*4C] linalol em ratos. Os resultados indicaram que, apés uma Unica

dose oral, aproximadamente 58% do linalol administrado foi eliminado na urina, sendo que
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25% foi liberado como “CO; no ar expirado e 16% foi encontrado nas fezes ap6s 72 horas.
Além disso, cerca de 10% da dose administrada foi excretada na forma de [**C] ureia na urina.
Estudos subsequentes revelaram que o linalol € inicialmente metabolizado pelas isoenzimas do
citocromo P-450 (CYP) em di-hidrolinalol, tetra-hidrolinalol e 8-hidroxilinalol, este Gltimo
sendo entdo oxidado a 8-carboxilinalol. O composto final é, entdo, transformado em um

conjugado de glicuronideo e excretado do organismo (CHADHA; MADYASTHA, 1984).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Analisar o potencial antifngico do linalol frente a cepas de Candida albicans oriundas

de secrec¢des vulvovaginais.

3.2 ESPECIFICOS

Investigar as propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas in silico (absorgéo,

distribuicdo, metabolismo, excrec¢do e toxicidade — ADMET) do linalol,;

Determinar a concentragdo inibitdria e fungicida minima (CIM e CFM) do linalol frente
as cepas de C. albicans;

Explorar as interacdes do linalol na célula fangica (mecanismos de ac¢do), com énfase

na parede e membrana plasmatica;

Estabelecer os tipos de interagcbes do linalol em associagdo com o fluconazol e a

nistatina frente as cepas de C. albicans;

Examinar o potencial inibitério do linalol na formacédo de biofilme de C. albicans de

secre¢des vulvovaginais;

Estudar as interacbes moleculares do linalol com as enzimas fungicas (1,3-p-glucano
sintase, lanosterol 14a-demetilase (ERG 11 ou CYP51) e A 14-esterol redutase (ERG
24) através do docking molecular;

Descrever as interacdes, trajetorias e energia livre do complexo (1,3-B-glucano sintase

— linalol) por meio da dinamica molecular.



Wetoriad e Wdsdos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DA PESQUISA

Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Pesquisas de Atividade Antibacteriana e
Antifungica de Produtos Naturais e/ou Sintéticos Bioativos, Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas (DCF), localizado no Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB).

4.2 CEPAS FUNGICAS

Para os ensaios de atividade antifingica foram selecionadas um total de 14 cepas
fungicas de Candida albicans. Destas, 12 linhagens sdo clinicas de secre¢des vulvovaginais
(LM 37,LM 41, LM 74, LM 129, LM 157, LM 160, LM 165, LM 207, LM 230, LM 240, LM
246, LM 319) e 2 s3o padréo (C. albicans ATCC® 76485 e C. albicans SC 5314 (ATCC® MYA-
2876™)). Todas as cepas sdo oriundas da colegdo do Laboratério de Pesquisas de Atividade
Antibacteriana e Antifungica de Produtos Naturais e/ou Sintéticos Bioativos. As linhagens
fungicas foram mantidas em tubos de ensaio contendo Agar Sabouraud Dextrose (ASD) (Difco
Laboratories Ltda), a uma temperatura de 4°C. Foram utilizadas para os ensaios, repiques de
48 horas incubados a 35 + 2°C (DUNLAP; MADIGAN; MARTINKO, 2010; GARY et al.,
2018).

4.3 MEIOS DE CULTURA

Para a manutencdo das linhagens fungicas, bem como a realizacdo dos ensaios de
atividade antimicrobiana, foram utilizados Agar Sabouraud Dextrose (ASD) (peptona 5g,
caseina 5g, dextrose 40g, a4gar 15¢ e agua destilada g.s.p. 1000 mL) e o meio liquido RPMI
1640-L-glutamina (Roswell Park Memorial Institute) (sem bicarbonato de sodio), ambos
adquiridos da Difco (Difco Laboratories Ltda, USA), os quais foram preparados conforme as
instrucGes dos fabricantes. Antes de sua utilizagéo, os meios de cultura foram solubilizados em
agua destilada e esterilizados em autoclave a 121°C por 15min (DUNLAP; MADIGAN;
MARTINKO, 2010; GARY et al., 2018).
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4.4 SUBSTANCIAS

Para o estudo da atividade antifangica foi utilizado como produto-teste 0 monoterpeno
sintético linalol [3,7-dimetil octa-1,6-dienol-3] (Figura 1) (pureza: 98,7%) adquirido
comercialmente da Quinari® (Ponta Grossa, PR, Brasil). A solugdo de trabalho foi preparada
no momento de execucgdo dos ensaios, utilizando 10uL do linalol devidamente solubilizado em
150uL (3%) de dimetilsulfoxido (DMSO) adicionados de 50uL (1%) de tween 80. Em seguida,
foi completado com agua destilada esterilizada (g.s.p. 5mL) para obtencdo de uma emulsdo na
concentracdo inicial de 1024pg/mL (HOOD et al.,, 2003; NASCIMENTO et al., 2007).
Analogamente, os farmacos utilizados como controles na execucdo das metodologias foram os
antifangicos fluconazol (FLU), nistatina (NYS) e anfotericina B (AMB). Estes farmacos foram
adquiridos comercialmente da Sigma-Aldrich® (S&o Paulo-SP, Brasil) e preparados segundo as

especificagOes dos fabricantes e nas concentragdes adequadas para cada ensaio.

Figura 10. Estrutura quimica do linalol.

HO

Fonte: autor (2023).

4.5 ENSAIOS ANTIMICROBIANOS
4.5.1 Inéculo

A preparacdo dos inéculos foram realizadas a partir de culturas recentes de cada uma
das 14 cepas selecionadas de C. albicans, previamente cultivadas em tubos esterilizados
contendo ASD inclinado e incubadas a 35 + 2°C por 24-48h para atingirem o crescimento
satisfatorio. No preparo das suspensdes das linhagens fungicas, as colénias recentes foram

diluidas em 5mL de solucédo salina estéril (NaCl 0,85% p/v). Em seguida, essas suspensoes
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foram agitadas por 15s com auxilio do aparelho vértex (Fanem), comparando-se e ajustando-
se, posteriormente sua turbidez com uma suspenséo de sulfato de bario, tubo n° 0.5 da escala
de McFarland, o qual corresponde & um indculo de aproximadamente 1-5 x 108 unidades
formadoras de col6nias por mililitros (UFC/mL) (CLSI, 2012; HADACEK; GREGER, 2000).

4.5.2 Determinacgdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Os ensaios de atividade antifangica foram realizados conforme os protocolos de
Hadacek, Greger (2000) e o documento M27 do CLSI (2012) com pequenas modificages.

A determinagdo da CIM do linalol sobre as cepas de C. albicans foi realizada através da
técnica de microdiluicdo em placas para cultura de células de 96 pocos (Kasvi, Kasvi Imp e
Dist. Prod/Laboratério LTD, Curitiba, Brasil). Inicialmente foram adicionados 100uL de
RPMI-1640-L-glutamina e sem bicarbonato duplamente concentrado nos orificios da placa. Em
seguida, 100uL. da emulsdo do linalol duplamente concentrado foram adicionados nas
cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma diluicdo seriada a uma razdo de 2,
foram obtidas concentracdes de 1024 a 4pg/mL. Por fim, foram adicionados 10uL dos in6culos
fungicos (1-5 x 108 UFC/mL) nas cavidades, onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa
fangica.

O controle de crescimento dos microrganismos foi realizado colocando-se nas cavidades
daplaca 100puL do RPMI-1640 duplamente concentrado, 100pL de dgua destilada estéril e 10puL
do in6culo de cada linhagem. Também foi realizado um controle de esterilidade do meio de
cultura, no qual foram colocados 200uL. do RPMI-1640 em um orificio da placa, na auséncia
da suspensao fangica. De maneira semelhante foi realizado o controle com os solventes DMSO
e tween 80, afim de verificar possiveis interferéncia destes na viabilidade das leveduras.

Os mesmos procedimentos foram realizados para os antifingicos FLU, NYS
(100UI/mL) e AMB. Em seguida as placas foram assepticamente seladas e incubadas a 35 +
2°C por 24-48h. As CIMs para o linalol e os antifungicos foram definidas como a menor
concentragdo que inibi visualmente o crescimento fungico verificado nos orificios da placa,
guando comparados com o crescimento controle. Os experimentos foram realizados em
triplicata e os resultados expressos pela média aritmética das CIMs obtidas nos trés ensaios.

A atividade antifingica do linalol foi interpretada através de sua CIM conforme os
seguintes critérios: (< 100ug/mL) forte atividade; (> 100 a 500pg/mL) moderada atividade; (>
500 a 1000ug/mL) fraca atividade e (> 1000pg/mL) produto inativo (SARTORATTO et al.,
2004; SVETAZ et al., 2010; MORALES et al., 2008).
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4.5.3 Determinacgdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

Apo6s a leitura da CIM, aliquotas de 10uL do sobrenadante dos pogos onde ocorreu
inibicdo completa do crescimento fangico (CIM, CIM x 2 e CIM x 4) foram subcultivadas em
100uL de RPMI-1640 em novas placas de 96 pocos. O sistema foi entdo, assepticamente selado
e incubado a 35 + 2°C por 24-48h. A CFM foi definida como a menor concentrag¢do no qual ndo
houve evidéncia de crescimento das leveduras. Os ensaios foram realizados em triplicata e os
resultados expressos como a média aritmética das CFMs obtidas nos trés ensaios.
Analogamente, os mesmos procedimentos foram realizados com os antifingicos padrdes
(NCUBE; AFOLAYAN; OKOH, 2008).

A atividade fungicida ou fungistatica do linalol foi interpretada através dos seguintes
critérios: (CFM/CIM > 4) fungistatico ou (CFM/CIM < 4) fungicida (SIDDIQUI et al., 2013).

4.5.4 Agdo do linalol na parede celular flngica — ensaio com sorbitol

Para os ensaios subsequentes, foram escolhidas duas cepas representativas com base na
ClIMso de 64ug/mL (C. albicans LM 129 e ATCC 76485).

A determinacdo da CIM do linalol na presenca de sorbitol (um protetor osmético dos
protoplastos fungicos) foi realizado por microdiluicdo em placas de 96 pogos. A cada pogo
foram adicionados 100uL de RPMI-1640 suplementado com sorbitol de massa molecular
182,17g (Vetec Quimica Fina LTDA - Rio de Janeiro, RJ, Brasil), ambos duplamente
concentrados. Posteriormente, 100puL da emuls&o do linalol foram dispensados aos pocos da
primeira linha da placa. Usando dilui¢cdo em série na razdo de dois, as concentragdes necessarias
dos produtos foram obtidas em cada po¢co com uma concentracao final de sorbitol de 0,8mol/L.
Por fim, foram adicionados aos pocos da placa 10uL dos indculo das cepas C. albicans (LM
129 e ATCC 76485), em que cada coluna da placa refere-se a uma cepa fungica especifica
(DAVID; FROST; KIM; BRANDT, 1995; ESCALANTE et al, 2008,
GEORGOPAPADAKOU, 2001).

O controle fangico foi realizado pela adicdo do meio de cultura com 200uL de sorbitol
0,8mol/L e 10pL do in6culo de cada espécie em cada poco. Um controle de esterilidade também
foi realizado onde 200uL do meio de cultura foram inseridos em um pog¢o sem inéculo fangico.
As placas foram entdo, assepticamente seladas e incubadas a 35 + 2°C por 24-48h. Os ensaios
foram realizados em triplicata e os resultados expressos pela média aritmética dos trés

experimentos.
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4.5.5 Agdo do linalol na membrana celular fungica — ensaio com ergosterol

A determinacao CIM do linalol frente as cepas de C. albicans (LM 129 e ATCC 76485)
na presenca do ergosterol exogeno, foi realizada por microdiluicdo, conforme descrito
anteriormente no item (4.5.2) (ESCALANTE et al., 2008). Neste caso, foi utilizado o meio de
cultura RPMI-1640 previamente adicionado de 400pg/mL de ergosterol (Sigma-Aldrich®, Sdo
Paulo, Brasil). Foi realizado o mesmo procedimento com a anfotericina B, cujo mecanismo de
acao e conhecido e envolve a interacdo com o ergosterol da membrana celular fangica, para
servir como controle positivo dos resultados, e o controle do crescimento dos microrganismos
foram realizados com 100uL do meio de cultura e o ergosterol em iguais concentracdes e 10uL
de cada indculo fungico. As placas foram entdo, assepticamente seladas e incubadas a 35 + 2°C
por 24-48h. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados expressos pela média
aritmética dos trés ensaios. Dessa maneira, foi possivel comparar os valores da CIM do linalol
frente as cepas de C. albicans na auséncia e na presenca de ergosterol exdgeno.

4.5.6 Estudo de associacdo — checkerboard

As combinagdes do linalol com os antifungicos comerciais (nistatina e fluconazol)
foram testadas em triplicata frente as cepas de C. albicans (LM 129 e ATCC 76485), utilizando
a técnica de microdiluicilo (BASSOLE; JULIANI, 2012; LEWIS et al., 2002;
MULYANINGSIH et al., 2010). Inicialmente, 100uL de caldo RPMI-1640 foram adicionados
nos pocos da microplaca. Em seguida, foi adicionado o linalol (50uL) no sentido vertical e 0
antifngico (nistatina ou fluconazol) (50uL) no sentido horizontal da placa. O linalol foi testado
em diferentes concentracdes (CIM x 8, CIM x 4, CIM x 2, CIM, CIM/2, CIM/4 e CIM/8). Por
fim, foi adicionado 20uL das suspensdes fungicas, e em seguida as placas foram entdo,
assepticamente seladas e incubadas a 35 + 2°C por 24-48h.

O indice de concentracdo inibitoria fracionada (ICIF) foi calculado através da soma do
CIF) + CIF@®), em que A representa o antifungico e B o composto em teste. A CIF ), por sua
vez, foi calculado pela relagédo CIMa) combinado/CIMa) sozinho, analogamente para o CIF )
(eg. 1). Este indice foi interpretado da seguinte maneira: sinergismo (< 0,5), aditividade (> 0,5
e < 1), indiferenca (> 1 e < 4) e antagonismo (> 4,0) (BASSOLE; JULIANI, 2012; LEWIS et
al., 2002).
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(eq. 1)

CIM4 em combinagcdo CIMg em combinagdo
ICIF = CIF, + CIFg =

CIM, testado sozinho = CIMg testado sozinho

4.5.7 Potencial de inibicao da formacao de biofilme

Para avaliar o efeito do linalol na inibicdo da formagéo de biofilme de cepas de C.
albicans, foi empregado o teste do cristal violeta (NewProv, Pinhais-PR, Brasil). Em que, tubos
de microdiluicdo de poliestireno com capacidade para 1,5mL foram preenchidos com 800uL de
caldo RPMI-1640, 100uL da emulsdo do linalol (concentragcdo da CIM = 64ug/mL) e 100ul
das suspensdes das cepas de C. albicans LM 129 e ATCC 76485. Esse mesmo procedimento
foi realizado com o antifungico nistatina (concentracdo da CIM = 4ug/mL). Em seguida, 0s
microtubos foram incubados a 35+2°C por um periodo de 48h. Posteriormente, o caldo foi
descartado e as paredes dos microtubos lavadas de 3-5 vezes com agua destilada para remover
qualquer célula planctdnica depositada, entdo os tubos foram deixados para secar a temperatura
ambiente por 1h. Apos esse periodo, foram transferidos 1000uL da solugdo do cristal violeta a
1% e apds 20 min o corante foi descartado e o excesso foi removido com agua destilada. Em
seguida, adicionou-se 1000uL de etanol a 95% (Quimica Moderna, Barueri-SP, Brasil) e a
densidade optica da solucéo de cristal violeta-etanol foi medida a 590nm (Kasvi, 4ANM). O
controle do teste foi realizado com as cepas inoculadas em caldo RPMI-1640. Os ensaios foram
realizados em triplicata. A taxa de adesdo celular nas paredes dos microtubos foram calculadas
usando a formula: [(DOC - DOT) / DOC x 100], em que DOC é a média da densidade Optica
do controle em caldo nutriente e DOT, a média da densidade dptica do tratamento com as
substancias testadas (GOMES et al., 2020). O percentual de reducdo da adeséo foi calculado
pela relacdo entre as densidades dpticas obtidas no teste do cristal violeta, do tratamento e do
controle. As células foram classificadas como fracamente aderidas (se < 40%), moderadamente
aderidas (entre 40,01 e 79,99%) ou altamente aderidas (se > 80%) (CHARLTON, 2008). O grau
de inibicdo da formacao do biofilme foi classificado como forte (> 80%), moderado (entre 40,01
e 79,99%) ou fraco (se < 40%) (RODRIGUES et al., 2010).
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4.6 ENSAIOQOS insilico

4.6.1 Previsdes farmacocinéticas e toxicoldgicas

O linalol foi submetido a ferramenta online pkCSM-pharmacokinetics

(https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/prediction) para prever suas propriedades farmacocinéticas
e toxicologicas mais importantes. As propriedades ADMET incluem parametros de absorcao:
solubilidade em agua, permeabilidade Caco-2, absorcdo intestinal, permeabilidade a pele,
substrato ou inibicdo das glicoproteinas P I e I1; distribuicdo: volume de distribuicdo no estado
estacionario (VDss), fracdo ndo ligada a proteinas plasmaticas, blood-brain barrier (BBB)
(permeabilidade da barreira hematoencefalica), permeabilidade ao sistema nervoso central
(SNC); metabolismo: substrato ou inibidores de isoformas do citocromo P450; excre¢ao:
depuracdo total da droga; toxicidade: toxicidade de AMES e hepatotoxicidade (PIRES;
BLUNDELL; ASCHER, 2015).

Além disso, as propriedades de semelhanca do linalol a farmacos licenciados foram

previstas usando as ferramentas online Osiris Property Explorer (https://www.organic-

chemistry.org/prog/peo/) e o Molinspiration (https://www.molinspiration.com/). E com base

nas Regras do cinco de Lipinski. Os softwares realizam os calculos de propriedades
moleculares importantes, como cLogP, cLogsS, area de superficie polar, nimeros de doadores
e aceptores de ligacGes de hidrogénio, entre outras. O calculo do cLogP é baseado na formula
que satisfaz a lipofilicidade, hidrofobicidade e polaridade do composto, que também mede a
capacidade da substancia de se ligar aos sitios hidrofdébicos de proteinas alvo. Ademais, efeitos
mutagénicos, tumorigénicos, irritabilidade e possiveis implicagdes sobre o sistema reprodutor
também sdo previstas (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017; KUJAWSKI et al., 2012;
LIPINSKI et al., 2001).

4.6.2 Docking molecular

O docking molecular é um método computacional essencial no processo de projeto de
medicamentos auxiliado por computador. O principal objetivo do docking molecular é estimar
a provavel orientacdo das ligagbes quimicas provenientes das interages farmaco receptor.
Nesse sentindo, procedeu-se da seguinte maneira: a estrutura quimica do linalol foi obtida do

banco de ligantes PubChem NCBI (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) no formato input ‘.sdf’

e apos a analise do estado de protonacdo no software Marvin Sketch 18.08.0, o arquivo foi


https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/prediction
https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/
https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/
https://www.molinspiration.com/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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carregado e em seguida pré-otimizado no software Avogadro 1.2.0 em pH 7.4, utilizando o
campo de forca MMFF94 indicado para moléculas organicas. Apos a pré-otimizacgdo, foi criado
um input ‘.mop’ para otimiza¢ao no programa Mopac2012 no nivel PM7 com output ‘.pdb’ e
em seguida foram adicionadas as cargas de Gasteiger com o software UCSF Chimera 1.16 e 0
arquivo foi salvo no formato ‘.mol2’ (MARCUS et al., 2012; STEWART, 2016; PETTERSEN
etal., 2004).

As proteinas foram obtidas do Protein Data Bank (www.rcsb.org), juntamente com seus

ligantes cocristalizados, apresentando os respectivos codigos: 1,3-B-glucano sintase (LIEQC)
(1.85 A) cristalizada com castanospermina, lanosterol 14a-demetilase (5TZ1) (2.00 A)
cristalizada com VT-1161 (oteseconazol) e A 14-esterol redutase (4QUV) (2.74 A) cristalizada
com o NADPH. A resolucdo de estruturas cristalograficas depositada no PDB consideradas
ideais esta entre os valores de 1.8 - 3.2 A) (XIAO et al., 2013).

O docking molecular foi realizado usando o software AutoDock vina (Vina, The Scripps
Institute). As etapas de preparacdo das proteinas incluiram remocéo de heteroatomos (dgua e
ions), adicdo de hidrogénios polares e atribuicdo de cargas. Os locais ativos foram delineados
em torno dos ligantes cocristais ligados usando Grid Box de tamanhos apropriados no software
MGLTools 1.5.6. O processo de validacdo do docking foi baseado no redocking, que consiste
em refletir a posi¢do e orientacdo do ligante encontrado na estrutura cristalografica. Dessa
forma, o valor do desvio quadratico médio (RMSD) deve ser < 2.0 A. Portanto, o procedimento
adotado foi o de ancoramento com a proteina rigida (sem mudancas nas posi¢fes dos atomos)
e ligantes flexiveis (OLEG TROTT, 2010; WESTERMAIER; BARRIL; SCAPOZZA, 2015).

A visualizacdo e a preparacdo das estruturas cristalograficas das proteinas e dos ligantes
para o redocking e o docking foram realizados nos softwares PyMOL™ 2.0 (Schrédinger LLC),
e Discovery Studio (DS) Visualizer (v.4.1) (Accelrys Software Inc., USA).

4.6.3 Dinamica molecular

As simulagbes de dindmica molecular (DM) foram realizadas usando o GROMACS
versdo 2022.3 (HESS et al., 2008). Cada complexo molecular selecionado para as simulagdes,
tiveram inicialmente seus ligantes separados das respectivas proteinas utilizando o software
PyMol 2.5.3, alem disso foram removidas as moléculas de agua e qualquer outro artefato de
cristalografia. Os arquivos de topologia e coordenadas da proteina também foram gerados
usando 0 GROMACS com o campo de forca CHARMMS36 e, em seguida, foram gerados 0s

arquivos de topologia dos ligantes no CGenFF e por conseguinte construido os complexos e


http://www.rcsb.org/

70

gerados os arquivos de coordenadas e topologia para o sistema proteina-ligante (HUANG;
MACKERELL, 2013; VANOMMESLAEGHE et al., 2010). Em seguida o sistema foi
confinado e centrado em uma caixa cubica sob condicdes periddicas de contorno. A distancia
minima soluto-caixa foi fixado em 1,5nm para garantir uma distancia de pelo menos 3,0nm
entre a proteina e sua imagem periddica, evitando artefatos durante as simulagcdes de DM e
resultando em um volume de caixa de 589.682nm°. A caixa foi preenchida com
aproximadamente 17.230 moléculas de agua SPC216 (JORGENSEN et al., 1998) para
reproduzir os efeitos do solvente, e contra-ions foram adicionados para neutralizar a carga do
sistema.

As simulacgdes de DM comecgaram com duas etapas de minimizacdo de energia (ME) de
100ps realizadas em sequéncia. A primeira ME foi realizada com restricdo de posicdo (RP) da
proteina e do ligante para que as moléculas de dgua pudessem se acomodar dentro da caixa. Em
seguida, uma segunda etapa de ME foi realizada sem RP para atingir um minimo local na
superficie de energia potencial do sistema. Ambas as etapas de ME foram conduzidas usando
0 algoritmo steepest descent e a forca maxima foi definida para 100,0 kJ/mol/nm como critério
de convergéncia. Em sequéncia, o equilibrio de temperatura e pressdo foi alcancado realizando
duas etapas de equilibrio de 100ps, primeiro sob um conjunto isotérmico-isocérico (NVT) e,
depois, sob um conjunto isotérmico-isobarico (NPT), para levar o sistema a temperatura de
300K e 1 bar de pressdo. Tanto a temperatura quanto a pressdo foram mantidas usando o
termostato de reescala de velocidade (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 2007) e os métodos
de acoplamento de pressdao de Parrinello-Rahman (PARRINELLO; RAHMAN, 1998),
respectivamente. Finalmente, uma etapa de producéo de DM de 30ns foi conduzida a 300K e 1
bar de presséo usando 2.0fs como tempo de integracdo, um corte de 1,2nm para interacGes de
curto alcance (Lennard-Jones e Coulomb) e o algoritmo integrador leap-frog; as coordenadas
dos complexos foram armazenadas a cada 10ps. As simulacdes de DM foram analisadas usando
o software Visual Molecular Dynamics (VMD) (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996)
e 0 Grace (TURNER, 2005).
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Abstract

Candida albicans is the most frequently isolated opportunistic pathogen in the female genital
tract, with 92.3% of cases in Brazil associated with vulvovaginal candidiasis (VVC). Linalool
is a monoterpene compound from plants of the genera Cinnamomum, Coriandrum, Lavandula,
and Citrus that has demonstrated a fungicidal effect on strains of Candida spp., but its
mechanism of action is still unknown. For this purpose, broth microdilution techniques were
applied, as well as molecular docking in a predictive manner for this mechanism. The main
results of this study indicated that the C. albicans strains analyzed were resistant to fluconazole
and sensitive to linalool at a dose of 256 pug/mL. Furthermore, the increase in the minimum
inhibitory concentration (MIC) of linalool in the presence of sorbitol and ergosterol indicated
that this molecule possibly affects the cell wall and plasma membrane integrity of C. albicans.
Molecular docking of linalool with proteins that are key in the biosynthesis and maintenance of
the cell wall and the fungal plasma membrane integrity demonstrated the possibility of linalool
interacting with three important enzymes: 1,3-B-glucan synthase, lanosterol 14a-demethylase,
and A 14-sterol reductase. In silico analysis showed that this monoterpene has theoretical but
significant oral bioavailability, low toxic potential, and high similarity to pharmaceuticals.
Therefore, the findings of this study indicated that linalool probably causes damage to the cell
wall and plasma membrane of C. albicans, possibly by interaction with important enzymes
involved in the biosynthesis of these fungal structures, in addition to presenting low in silico
toxic potential.

Key words: Linalool; Antifungal resistance; Fluconazole; Vulvovaginal candidiasis;
Mechanism of action

Introduction

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is caused by abnormal yeast-like fungi growth on the
female genital tract mucosa as a consequence of a series of endocrine and immunologic
dysfunctions and indiscriminate and prolonged use of antibiotics (1,2). In addition, it is one of
the most common conditions diagnosed in female gynecological consultations (3).

Approximately 75% of this population is affected at least once in their lifetime. C. albicans has
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been reported to be the cause of symptomatic VVC in 85-95% of cases (4). The highest
incidence of VVC caused by C. albicans in Brazil has been reported by epidemiological studies
to be 92.3% (3), in Argentina, 85.95% (5), and in Pakistan, 47.7% (6).

Antifungal azole class agents are the first drugs of choice for the treatment of VVC,
which can be administered orally or topically. Polyenic antifungals, mainly nystatin, are
generally used as topical treatment and azoles such as fluconazole are used orally. Currently,
topical fluconazole and imidazole drugs are preferred as first-line agents; however, due to the
adverse effects, high costs, and strain resistance to the antifungals, alternatives to these
treatments should be considered (7). Regarding cellular mechanisms of antifungal resistance to
azoles and imidazoles, several studies agree that this phenomenon is mainly due to amino acid
substitutions in the pharmacological target and overexpression of the ERG 11 gene encoding
the lanosterol 14a-demethylase enzyme in C. albicans (8). Thus, the pharmacological study of
molecules, especially natural ones with antifungal potential, may constitute a possible
therapeutic alternative for the treatment of VVC (9).

Linalool is a monoterpene and the major component of the essential oil of Lavandula
angustifolia (lavender) (24.30%), a plant of the Lamiaceae Martinov family native to the
Mediterranean coast with known antifungal activity (10). In addition, linalool is used as a food
additive and flavoring agent approved by the Food and Drug Administration (FDA), also
showing antifungal activity against several species of Candida, Aspergillus, Fusarium, and
Penicillium, as well as against biofilms formed by these fungi. Furthermore, this molecule has
shown low in vitro toxicity and no genotoxicity, but is irritating to the skin and eyes (11).

Given the need for new antifungals against resistant strains of C. albicans and with
fewer adverse effects, linalool seems to be a viable alternative. Therefore, the effects of this
substance on fluconazole-resistant clinical vulvovaginal isolates were studied and insights into
the elucidation of the mechanism of action of linalool were obtained through in vitro and

molecular docking assays.
Material and Methods
Substances
Linalool was commercially obtained from Quinari® (Brazil) with a floral scent,

molecular weight of 154.25 Da, and water solubility of 1590mg/L at 25°C. The antifungal drugs
amphotericin B (AMB), nystatin (NYS), and fluconazole (FLU) were purchased from Sigma-
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Aldrich® (Brazil). Linalool was appropriately solubilized in 150uL (3%) dimethyl sulfoxide
(DMSO) to which 100uL (2%) of Tween 80 was added. It was then completed with sterile
distilled water (5mL gsp) to obtain an emulsion with an initial concentration of 1024ug/mL and
serially diluted to 2ug/mL (12,13).

Strains

The clinical isolates of C. albicans used in this study belonged to the Mycotheca of the
Antibacterial and Antifungal Research Laboratory of the Federal University of Paraiba, Brazil,
and were: LM 37, LM 41, LM 74, LM 129, LM 157, LM 160, LM 165, LM 207, LM 230, LM
240, LM 246, and LM 319 (vulvovaginal isolates). The strains of the American Type Culture
Collection (C. albicans ATCCs 76485 and C. albicans SC 5314, ATCC® MYA-2876t) were
used as control. For use in the in vitro assays, fungal suspensions were prepared in 0.85% saline
solution from fresh cultures and the turbidity was equivalent to 0.5 on the McFarland’s standard
scale, which corresponds to an inoculum of approximately 1-5 x 108 colony-forming units per
milliliter (CFU/mL) (14,15).

Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

One hundred microliters (100uL) of liqguid RPMI-1640 medium was transferred to a 96-
well microdilution plate with a U-shaped bottom (Alamar, Brazil). Then, 100uL of the linalool
emulsion was dispensed in the first horizontal row of the plate and serial dilutions at a ratio of
two were performed, where a 100uL aliquot was taken from the most concentrated well to the
next well, resulting in concentrations of 1024-2 mg/mL. Finally, 10uL of the C. albicans
inoculum suspensions was added to each well of the plate, where each column represented a
fungal strain. Sterility controls with AMB, cell viability assay, and assessment of the
interference of the medium used in the preparation of the linalool emulsions were also
performed. The plates were incubated at 35+2°C for 24-48h. After the appropriate incubation
time, the presence (or absence) of microbial growth was visually observed (14-16). The MIC
was defined as the lowest concentration of linalool that produced visible inhibition of yeast
growth. The antimicrobial activity of the phytocompost was interpreted as active or non-active
according to the criteria proposed by Morales et al. (17): strong/good activity (MIC:
<100u/mL); moderate activity (MIC: >100 to 500ug/mL); weak activity (MIC: >500 to
1000pg/mL); and inactive/no antimicrobial effect (MIC: >1000pg/mL).
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Minimum Fungicidal Concentration (MFC)

The MFC was determined after the MIC reading by taking 1pL aliquots of the MIC,
MIC x 2, and MIC x 4 from the wells where there was no visible growth (suprainhibitory
concentrations) and inoculating them into new plates containing only RPMI-1640 broth. All
controls were then performed and after 24—48h of incubation at 35+ 2°C, a reading was taken
to assess MFC based on the controls. MFC is defined as the lowest concentration capable of
causing complete inhibition of fungal growth after 24-48h at 35+2°C (16,18).

Fungal Cell Wall Effect (Sorbitol Assay)

Based on the previously observed MIC and MFC results, the clinical C. albicans strain
LM 129 and the standard C. albicans strain ATCC 76485 were considered representative for
the subsequent assays. Therefore, the determination of the MIC of linalool in the presence of
sorbitol (an osmotic protector of fungal protoplasts) was performed by microdilution in 96-well
plates. To each well, 100uL of RPMI-1640 supplemented with sorbitol of molecular weight
182.17g (Vetec Quimica Fina Ltda, Brazil) was added, both at double concentration.
Subsequently, 100puL of the linalool emulsion was dispensed into the wells of the first row of
the plate. Using serial dilution in the ratio of two, the required concentrations of linalool were
obtained in each well with a final sorbitol concentration of 0.8 M. Finally, 10uL of the fungal
inoculum (1-5 x 108 CFU/mL) of C. albicans strains (LM 129 and ATCC 76485) was added
to the wells, where each column of the plate referred to a specific fungal strain (19,20). All

controls were then performed as already described in the previous sections.

Interaction with Fungal Cell Membrane Ergosterol (Ergosterol Assay)

The determination of the MIC of linalool against C. albicans strains (LM 129 and ATCC
76485) in the presence of exogenous ergosterol was performed by microdilution in 96-well
plates. If the antifungal activity of linalool is caused by its binding to ergosterol, the exogenous
ergosterol will prevent the monoterpene from binding to ergosterol in the fungal cell membrane.
In the presence of exogenous ergosterol, linalool forms a complex with it and not with the
membrane ergosterol. Consequently, there is an increase in the MIC in the presence of
exogenous ergosterol compared to the control. The RPMI-1640 liquid culture medium was used

with the addition of 400pug/mL of ergosterol (Sigma-Aldrich®). The same procedure was carried
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out with AMB, whose mechanism of action is known and involves interaction with ergosterol
of the fungal cell membrane to serve as a positive control of results. Growth control of the
microorganism was performed with 100uL of culture medium and ergosterol at equal
concentrations and 10uL of each standard fungal inoculum. The plates were aseptically sealed
and incubated at 35+2°C for 24-48h for later reading. Therefore, it was possible to compare the
MIC values of linalool against C. albicans strains in the absence and presence of exogenous
ergosterol (20).

Molecular Docking

The chemical structure of linalool was obtained from the NCBI PubChem ligand
database (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) and had its geometry optimized using Avogadro
software (v. 1.2.0; USA), using the molecular mechanics method and the MMFF94 force field
for organic molecules. The enzymes analyzed in this study were obtained from the Protein Data
Bank (PDB) webpage (https://www.rcsb.org), together with their cocrystallized ligands and
respective codes: 1,3-p-glucan synthase (LEQC) (1.85 A) crystallized with castanospermine,
lanosterol 14a-demethylase (ERG 11) (5TZ1) (2.00 A) crystallized with VT-1161
(oteseconazole), and A 14-sterol reductase (ERG 24) (4QUV) (2.74 A) crystallized with
NADPH. The resolution of crystallographic structures deposited in PDB considered ideal to be
1.8-3.2 A (21).

Molecular docking was performed using the free AutoDock Vina software (The Scripps
Institute, USA). Protein preparation stages included removal of heteroatoms (water and ions),
addition of polar hydrogens, and charge assignment. The active sites of the enzymes were
delineated around the cocrystallized ligands using grid boxes of appropriate sizes. The process
of docking validation was based on redocking, which consists in reflecting the position and
orientation of the ligand found in the crystalline structure. Thus, the value of the root mean
square deviation (RMSD) should be <2.0 A. Therefore, the procedure adopted was that of
molecular docking with rigid protein (with no changes in the positions of the atoms) and flexible
ligands (22).

Visualization and preparation of the crystallographic structures of proteins and ligands
for redocking and molecular docking were performed in PyMOL™ 2.0 software (Schrodinger
LLC, USA) and Discovery Studio (DS) Visualizer (v.4.1) (Accelrys Software Inc., USA).
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ADMET screening of natural compound

Linalool was submitted to online pharmacokinetics prediction tools (pkCSM-
pharmacokinetics) (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction) to predict its most
important pharmacokinetic and toxicological properties (absorption, distribution, metabolism,
excretion, and toxic effects-ADMET). These properties include absorption: Caco-2
permeability, water-solubility, human intestinal absorption, P-glycoprotein substrate, P-
glycoprotein 1 and Il inhibitors, and skin permeability; distribution: steady-state volume of
distribution (Vss), unbound fraction, blood-brain barrier permeability (BHE), and central
nervous system (CNS) permeability; metabolism: a substrate for P-450 isoforms; and excretion:
total drug clearance and possible toxic effects (23). The free software Osiris Property Explorer
(https://www.organicchemistry.prog/peo/) was also used to indicate possible mutagenic effects,
tumorigenic effects, irritability, effects on the reproductive system, and to predict the
drugrelated properties of linalool based on Lipinski’s Rule of Five. This rule states that most
‘drug-like’ molecules have cLogP <5, molecular weight <500 Da, number of hydrogen-bond
acceptors <10 (nALH <10), and number of hydrogen-bond donors <5 (nDLH <5). Therefore,

molecules that violate more than one of these rules may have bioavailability problems (24,25).

Results

Fungicidal effect of linalool against fluconazole-resistant C. albicans strains

The broth microdilution method was applied to determine the MIC and MFC of linalool,
fluconazole, and nystatin (26). Linalool acted on fungal cells, interfering with their viability
with a MIC of 64ug/mL and a MFC between 128-256ug/mL (Table 1). It was also found that
64.28% of the clinical strains were resistant to fluconazole and 35.71% were dose-dependently
sensitive to nystatin (S-DD). Together, these results indicated that the fungal strains analyzed
are sensitive to linalool and that it has a fungicidal effect. In addition, the strains used were
resistant to fluconazole, and decreased sensitivity of C. albicans to nystatin can already be

observed.
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Table 1. Minimum inhibitory concentration (MIC) values and minimum fungicidal
concentration (MFC) (png/mL) of linalool, fluconazole, and nystatin against C. albicans strains
by broth microdilution.

Linalool 2FLU SNYS
Strains MIC MFC MFC/MIC _ Effect MIC MFC MIC MFc °C
LM 37 128 256 2 Fungicidal >1024 >1024 8 32 +
LM 41 64 128 2 Fungicidal 32 128 8 16 +
LM 74 64 256 4 Fungicidal 32 128 8 16 +
LM 129 64 128 2 Fungicidal >1024 >1024 4 16 +
LM 157 64 128 2 Fungicidal >1024 >1024 4 8 +
LM 160 64 256 4 Fungicidal >1024 >1024 4 32 +
LM 165 64 256 4 Fungicidal >1024 >1024 8 8 +
LM 207 64 128 2 Fungicidal >1024 >1024 8 8 +
LM 230 64 128 2 Fungicidal >1024 >1024 4 8 +
LM 240 64 256 4 Fungicidal >1024 >1024 4 32 +
LM 246 64 256 4 Fungicidal >1024 >1024 4 16 +
LM 319 128 128 1 Fungicidal 32 128 4 4 +
ATCC 76485 64 128 2 Fungicidal 32 64 4 16 +
SC 5314 64 256 4 Fungicidal 32 64 4 8 +

GC: growth control of the microorganism in RPMI-1640, DMSO (10%), and Tween 80 (2%), without monoterpenes or
antifungals. Cutoff points: fungistatic (MFC/MIC >4) and fungicidal (MFC/MIC <4) (Ref. 18). ?Cutoff points: MIC of
fluconazole <8 (S); 1632 (5-DD); >64 (R) ng/mL, document M27-A2 (Ref. 15). *Cutoff points: MIC of nystatin <4 (S); 8-32
(S-DD); >64 (R) mg/mL (Ref. 26). S: susceptible; S-DD: susceptible dose-dependent; R: resistant.

Effect of linalool on the cell wall of C. albicans

Based on the previously recorded MIC and MFC results, the clinical C. albicans strain
LM 129 and the standard C. albicans strain ATCC 76485 were considered representative in the
analysis of subsequent results.

The C. albicans LM 129 and C. albicans ATCC 76485 strains with and without 0.8 M
sorbitol (an osmotic protector of fungal protoplasts) were used to verify the possibility of
linalool interacting with the fungal cell wall leading to its rupture (Table 2). The MIC of linalool
for both strains increased in the presence of sorbitol indicating that this compound interferes in

the viability of yeast cells through molecular mechanisms that probably involves the cell wall.
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Table 2. Effect of linalool against C. albicans LM 129 and C. albicans ATCC 76485 in the
absence and presence of 0.8 M sorbitol.

MIC (pg/mL)

D C. albicans LM 129 C. albicans ATCC 76485

rug Absence of Presence of Absence of Presence of
sorbitol sorbitol sorbitol sorbitol

Linalool 64 >1024 64 >1024

Effect of linalool on the cell membrane of C. albicans

Linalool was found to interfere with membrane ergosterol by mechanisms of action not
yet fully elucidated (as for example, inhibition of ergosterol synthesis, direct binding of linalool
to ergosterol, among other mechanisms) as its MIC increased in the presence of exogenous

ergosterol (Table 3).

Table 3. Effect of linalool and amphotericin B against C. albicans LM 129 and C. albicans
ATCC 76485 in the absence and presence of ergosterol at 400ug/mL.

MIC (pg/mL)
D C. albicans LM 129 C. albicans ATCC 76485
rug Absence of Presence of Absence of Presence of
ergosterol ergosterol ergosterol ergosterol
Linalool 64 >1024 64 >1024
AMB 0,125 >256 0,125 >256

MIC: minimum inhibitory concentration.

Interactions of linalool with enzymes through molecular docking

Given the possibility that linalool exerts its fungicidal effect by interfering with the cell
wall and plasma membrane of fungal cells, a set of molecular docking calculations were
performed with the enzymes involved in the process of biosynthesis and maintenance of these
structures. Linalool was able to bind to the three enzymes analyzed with slightly different
binding energies (Table 4). It can also be seen from the RMSD that the redocking was successful
as these were <2 A. Furthermore, Figures 1, 2, and 3 show the overlap of crystallized ligands
and the redocking ligand, as well as interactions with the amino acids in the active site of each
enzyme.

The interactions that linalool established with 1,3-B-glucan synthase via hydrogen bond,

van der Waals, Pi-sigma, and Pi-alkyl interactions exhibit binding energy AE= -5.70 kcal/mol.
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The molecular complementarity of linalool with the 1,3-B-glucan synthase of the C. albicans
cell wall was verified and, therefore, it is suggested that the inhibition of this enzyme promoted
the fragility of the cell wall of these yeasts and, consequently, cell death (Figure 4).

The enzyme lanosterol 14a-demethylase (ERG 11 or CYP 51) as a target of linalool
showed molecular complementarity with binding energy AE= -5.50kcal/mol. The CYP 51 of
the fungal cell is essential for the synthesis of ergosterol; therefore, molecular interactions that
cause inhibition of this enzyme may decrease the content of this sterol in the plasma membrane
of C. albicans and cause its death (Figure 5). It was also found that the main interactions of
linalool with lanosterol 14a-demethylase are van der Waals, Pi-sigma, alkyl, and Pi-alkyl
interactions.

The second stage of the conversion of lanosterol to ergosterol involves catalysis by the
enzyme A 14-sterol reductase (ERG 24). In this study, linalool was able to bind to this enzyme
with an energy of AE= -4.70kcal/mol through hydrogen bond, van der Waals, alkyl, and Pi-
alkyl interactions (Figure 6).

Table 4. Binding energies of Protein Data Bank (PDB) enzymes and tested compound.

Binding Energies

Enzyme Classification ~ Binding Energies RMSD (kcal/mol)
(kcal/mol) (A) :
Linalool
1,3-B-glucan synthesis Hydrolase -8.71 0.32 -5.70
(1EQC)
Lanosterol 14a- Oxidoreductase -10.93 1.30 -5.50
demethylase
(5TZ1)
A 14-sterol reductase  Oxidoreductase -13.60 0.97 -4.70

(4QUV)
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Figure 1. Overlapping castanospermine ligand from 1,3-B-glucan synthase with a better conformation of
redocking. Green: Protein Data Bank co-crystal. Yellow: binder conformation after redocking. Dotted yellow:
hydrogen-bond interactions.
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Figure 2. Overlapping VT-1161 (oteseconazole) ligand from lanosterol 14a-demethylase with best conformation
in redocking. Green: Protein Data Bank co-crystal. Yellow: binder conformation after redocking.
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Figure 3. Overlapping NADPH ligand from A 14-sterol reductase with best conformation of redocking. Green:
Protein Data Bank co-crystal. Yellow: binder conformation after redocking. Dotted yellow: hydrogen-bond
interactions.
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Figure 4. Molecular docking analysis. A, Two-dimensional interactions. B, Three-dimensional representation of
linalool interactions in the 1,3-B-glucan synthase active site. Dotted yellow: hydrogen-bond interactions.
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Figure 5. Molecular docking analysis. A, Two-dimensional interactions. B, Three-dimensional representation of
linalool interactions in the lanosterol 14a-demethylase active site.
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Figure 6. Molecular docking analysis. A, Two-dimensional interactions. B, Three-dimensional representation of
linalool respective interactions in the A 14-sterol reductase active site. Dotted yellow: hydrogen-bond interactions.
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In silico ADMET study

Structure-based drug delineation is now a fairly common procedure and many potential
drugs do not qualify for clinical practice due to problems found in the key pharmacokinetic
parameters (ADMET). A very important class of hepatic enzymes responsible for metabolizing
orally administered drugs and that have many ADMET problems are the isoforms of
cytochrome P-450. Inhibition of these isoforms or the production of unwanted metabolites can
result in many adverse drug reactions.

The drug analyzed showed water solubility and significant intestinal absorption,
distribution, and elimination. Furthermore, inhibition of several hepatic cytochrome P-450
isoenzymes did not occur, consequently, linalool did not demonstrate hepatotoxicity in the in
silico tests performed in this study (Table 5).

The results of the Osiris analysis showed that this monoterpene presented a low
theoretical risk of toxicity (Table 6) and had considerable drug-likeness values (—6.68) and drug
score (0.12). “‘Drug score’” (combining ‘‘drug-likeness’’, cLogP, cLogS, molecular mass, and
toxicity risk) generates a value that infers the potential of a compound to become a future drug.
Furthermore, the molecule did not have mutagenic or tumorigenic effects, nor did it have any
action on the reproductive system. However, linalool has shown slight irritant potential and it

is similar to pharmaceuticals, as can be seen by pharmacokinetic parameters.
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Table 5. In silico physicochemical and pharmacokinetic parameters of the linalool.

Property Model Name Predicted Value Unit
Absorption Water solubility -2.612 Numeric (log mol/L)
Caco?2 permeability 1.493 Numeric (log Papp in 10 cm/s)
Intestinal absorption (human) 93.163 Numeric (% Absorbed)
Skin Permeability -1.737 Numeric (log Kp)
P-glycoprotein substrate No Categorical (Yes/No)
P-glycoprotein | inhibitor No Categorical (Yes/No)
P-glycoprotein Il inhibitor No Categorical (Yes/No)
Distribution VDss (human) 0.152 Numeric (log L/kg)
Fraction unbound (human) 0.484 Numeric (Fu)
BBB permeability 0.598 Numeric (log BB)
CNS permeability -2.339 Numeric (log PS)
Metabolism CYP2D6 substrate No Categorical (Yes/No)
CYP3A4 substrate No Categorical (Yes/No)
CYP1AZ2 inhibitior No Categorical (Yes/No)
CYP2C19 inhibitior No Categorical (Yes/No)
CYP2C9 inhibitior No Categorical (Yes/No)
CYP2D6 inhibitior No Categorical (Yes/No)
CYP3A4 inhibitior No Categorical (Yes/No)
Excretion Total Clearance 0.446 Numeric (log ml/min/kg)
AMES toxicity No Categorical (Yes/No)
Toxicity Hepatotoxicity No Categorical (Yes/No)

Table 6. Toxicological properties of linalool assessed through Osiris property explorer.

Toxicological properties Pharmacokinetic properties
Mutagenic N Molecular weight (g/mol) 154.25
Tumorigenic N Acceptors & donors H 1.0
Irritant Slighlytoxic Druglikeness -6.68
Reproductive effect N Drug-Score 0.12
- - Calculated lipophilicity 3.23
- - Calculated solubility -2.15
N = No risk.
Discussion

The fungal cell wall has been widely explored as a target for selective antifungal
therapy. In addition, there is a significant amount of evidence that linalool exerts a fungicidal
effect on C. albicans by interfering with its cell wall and plasma membrane (27,28), a unique
structure mainly composed of chitin and glucan polymers. The cell wall and plasma membrane

protect fungal cells against extracellular stress from the natural environment and the immune
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response of the host (29). The last class of drugs approved for clinical use were the
echinocandins, which block glucan biosynthesis (30). The three echinocandin antifungal agents
caspofungin, anidulafungin, and micafungin inhibit 1,3-pB-glucan synthase activity, an enzyme
involved in fungal cell wall synthesis. However, these drugs can be costly and require patient
hospitalization due to their low bioavailability when administered orally (30). Therefore, based
on the in vitro results and molecular docking from this study, linalool seems to exert a fungicidal
effect on C. albicans strains by partially interacting with 1,3-B-glucan synthase.

Ergosterol is the main component of the fungal cell membrane and contributes to a
variety of cellular functions, such as fluidity, membrane integrity, and the proper functioning
of membrane-bound enzymes (31). Azole antifungals are the most commonly used
pharmaceuticals in the clinic for the treatment of VVVC and infections of other anatomical sites.
They are widely used in the treatment and prevention of mycoses due to their broad-spectrum
activity and because they inhibit the cytochrome P-450-dependent enzyme lanosterol 14a-
demethylase (CYP51) encoded by the ERG11 gene that converts lanosterol to ergosterol in the
cell membrane, inhibiting fungal growth and replication (31). However, the use of these drugs
can have some disadvantages, such as the emergence of azole-resistant strains due to selective
pressure from frequent use and interaction with the cytochrome P-450 isoenzymes in the
mammalian liver, which produces elevated transaminase levels and is characteristic of this class
of drugs. In addition, first generation imidazoles and triazoles (clotrimazole, miconazole,
cetoconazole, fluconazole, and itraconazole) are fungistatic and not fungicidal against Candida
(32). In turn, linalool seems to be able to interfere with the ergosterol content of the plasma
membrane of C. albicans, possibly in a similar way as polyenic antifungals such as
amphotericin B and nystatin, by incorporating into membrane lipids and promoting the
formation of permeable pores and cell membrane rupture, in addition to oxidative damage and
fungal cell death (28,31). However, the in vitro results and molecular docking of this study
suggested the predictive hypothesis that linalool possibly interferes with ergosterol levels by
interacting with lanosterol 14a-demethylase and A 14-sterol reductase, in addition to affecting
the cell wall of C. albicans by binding to 1,3-B-glucan synthase and consequently affecting cell
growth (Table 4, and Figures 4 and 5).

Interestingly, the second stage in the conversion of lanosterol to ergosterol involves
catalysis by the enzyme A 14-sterol reductase (Erg24). In contrast to Ergl1, this enzyme is not
a component of cytochrome P-450 in mammalian liver, suggesting that drugs against this fungal
enzyme may not produce the adverse drug interactions often seen with azole drugs (31). Thus,

the molecular docking of linalool with A 14-sterol reductase suggested a possible interaction
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releasing -4.70kcal/mol of energy and possibly interfering with fungal viability (Table 4 and
Figure 6).

Therefore, linalool was predictively shown to be a promising drug candidate against C.
albicans, binding to several important targets that compromise fungal viability and exhibiting
ADMET pharmacokinetic characteristics with significant theoretical oral bioavailability, low
toxicity, and high similarity to pharmaceuticals (28). However, in in vivo studies with rabbits
and rats, after rapid intestinal absorption, linalool is an enzymatic inducer of the microsomal
cytochrome P-450 system, which metabolizes this monoterpene into 8-hydroxy linalool and 8-
carbox linalool, which are excreted mainly via the urinary tract (33).

The therapeutic use of phytochemicals extracted from essential oils of plant origin, such
as linalool, presents some limitations mainly regarding their solubility and bioavailability. In
this sense, drug delivery systems may constitute versatile and alternative platforms to overcome
the disadvantages of phytochemical administration, aiming at the improvement of their
bioactive effects (34). Some solubilizing agents, such as dimethyl sulfoxide (DMSQO), generally
improve the bioavailability of linalool, but can also cause cellular toxicity and undesirable side
effects. Furthermore, as a volatile compound, linalool is unstable and has a short half-life, which
severely restrict its clinical application (35). Moreover, the lipophilic nature of linalool confers
low solubility in water. In order to overcome these limitations, several recent studies have
described the complexation of linalool with cyclodextrins (36).

Cyclodextrins are supramolecular structures characterized by the formation of a ring,
and B-cyclodextrins are the most common form used in drug delivery. The B-cyclodextrins have
a truncated cone shape and are composed of seven glucopyranoside units. In cyclodextrin
complexes, the hydrophilic outer surface confers water solubility and the hydrophobic inner
cavity allows the inclusion of lipophilic compounds such as linalool (37). Nanoscale delivery
systems can also be naturally used to encapsulate linalool.

The scientific literature describes many examples of the use of lipid nanoparticles to
overcome the challenges involved in the delivery and release of natural compounds, such as
flavonoids, polyphenols, and carotenoids, which promote important health benefits (38). Lipid
nanoparticles have a wide range of important characteristics, such as reduced particle size
(between 40 and 1000 nm), large surface area, high loading capacity, possibility of controlled
release of the active compound, easy large-scale production, and most importantly, a
biocompatible and biodegradable nature (35,39). Thus, linalool strongly benefits from its
loading into lipid nanoparticles (40), since these particles are able to overcome the

physicochemical difficulties of linalool.
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In summary, this research indicated that linalool is a fungicidal molecule against clinical
strains of C. albicans from vulvovaginal secretions that are resistant to fluconazole. Moreover,
based on the results of in vitro assays with sorbitol and ergosterol, linalool appeared to affect
the membrane and cell wall integrity of C. albicans, and molecular docking suggested the
predictive possibility of linalool interacting with key enzymes in the biosynthesis and
maintenance pathways of these fungal structures. Furthermore, linalool showed low
toxicological potential in silico, but in vitro and in vivo studies are needed to fully clarify the

mechanism of action of this compound and provide more confidence in its use (Figure 7).
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Figure 7. Summary representation of the predictive mechanism of action of linalool against four molecular targets
of C. albicans strains based on in vitro test results and molecular docking. The linalool molecule appears to
interfere with fungal cell wall maintenance involving 1,3-p- glucan synthase. Linalool can also interfere with
fungal cell membrane integrity, altering the ergosterol content of these cells through interactions with lanosterol
14a-demethylase, A 14 sterol reductase, and/or formation of permeability pores and consequent lysis of the fungal
cell membrane.
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Abstract: Vulvovaginal candidiasis is one of the most common fungal infections in women,
affecting approximately 75% of this population at some point in their lives. It is primarily
caused by the fungus Candida albicans and can be triggered by various factors, such as
antibiotic use, diabetes, pregnancy, and use of hormonal contraceptives. In addition, the large
increase in mycotic infections caused by C. albicans and the frequent therapeutic failure of
conventional antifungals allied to the development of resistance of these microorganisms has
led to the need for studies on the antifungal capacity of monoterpenes due to the great
microbicidal potential that these molecules present, in addition to the capacity that these
compounds demonstrate in combination therapies. Therefore, this work aimed to investigate
the effects resulting from the association of the monoterpene linalool with the antifungal drugs
nystatin and fluconazole against C. albicans strains from vulvovaginal secretions. Therefore, in
vitro microdilution assays were conducted in RPMI-1640 broth and applied the Checkerboard
method, using the antifungal drug amphotericin B as a control. The results of this study indicate
that linalool shows strong anti-C. albicans activity and synergism with fluconazole, because
the fractional inhibitory concentration index was (ICIF = 0.25) for C. albicans ATCC 76485.
However, the combination of linalool and nystatin resulted in an indifferent effect. Thus,
linalool showed antifungal potential, in which its association with fluconazole was able to
reverse C. albicans resistance in in vitro assays.

Keywords: Linalool; Candida albicans; Synergism; Fluconazole; Fungal resistance.

INTRODUCTION

Candidiasis is a fungal disease that affects a large number of individuals and is
characterized by an exacerbated yeast growth with the potential to affect multiple anatomical
sites, and the skin and mucous membranes are the most common sites of infection, especially
the mouth and vagina (Ben-Ami, 2018). Thus, vulvovaginal candidiasis (VVC) is a fungal
infection caused by several Candida species, and in most cases, Candida albicans is involved.

A total of 75% of women of fertile age develop VVC at least once in their lives (Carvalho et
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al., 2021), and this disease brings several discomforts, such as: pruritus, pain, irritation,
dyspareunia, abnormal vaginal discharge, among others, thus causing great disorders and
impacting the overall health of the female population (Yano et al., 2019).

Standard treatment for VVVC consists of therapy with a topical antifungal agent or oral
fluconazole (Sarsi et al., 2021; Pappas et al., 2016). Fluconazole is a fungistatic agent that
selectively inhibits the fungal enzyme-dependent cytochrome P-450, called lanosterol 14 o-
demethylase, encoded by the ERG11 gene, which converts lanosterol into ergosterol, the main
lipid of the fungal cell membrane (Whaley et al., 2017). Since fluconazole is fungistatic rather
than fungicidal, there is a greater possibility of fungal cells developing acquired resistance in
the presence of this medicinal product (Berkow & Lockhart, 2017).

Therefore, the discovery or development of antifungal molecules with fungicidal
properties and fewer adverse effects is important in this context (d’Enfert et al., 2021). Thus,
linalool, a lipophilic monoterpene from aromatic plants such as Lavandula angustifolia
(Lavender) (24.30%), a plant of the Lamiaceae Martinov family native to the Mediterranean
coast with known antifungal activity, appears to be promising (Chen et al., 2020). In addition,
combined pharmacological therapy with more than one substance has been important in fungal
infections with resistant pathogens. Because the concomitant administration of two or more
drugs enables a better spectrum of action, use of smaller doses and minimisation of the adverse
effects of medications (Nidhi, Rolta, Kumar, Dev, & Sourirajan, 2020; Rosata et al., 2021).

Therefore, this study aimed to investigate the effects of combining linalool with the
antifungal drugs nystatin and fluconazole against C. albicans strains from vulvovaginal

secretions.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and microorganisms

The monoterpene linalool [3,7-dimethyl octa-1,6-dienol-3] (purity: 98.7%) was
purchased commercially from Quinari®, Ponta Grossa, PR, Brazil. The working solution was
prepared at the time of conducting the tests and was duly solubilised in 150uL (3%) of dimethyl
sulfoxide (DMSO) with 100uL (2%) of tween 80. It was then completed with sterile distilled
water (g.s.p. 5.0mL) to obtain an emulsion at an initial concentration of 1024ug/mL
(Nascimento et al., 2007). In addition, the medications used in this study were the antifungal

drug fluconazole (FLU), nystatin (NYS) and amphotericin B (AMB). These drugs were
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purchased commercially from (Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo, Brazil) and prepared according to
manufacturers' specifications and in the desired concentrations.

Fluconazole-resistant clinical strains of C. albicans LM 129 originate from vulvovaginal
secretions and the strain of C. albicans ATCC® 76485 was used as the standard. Both strains
belong to the collection of the Research Laboratory of Antibacterial and Antifungal Activity of
Natural and/or Synthetic Bioactive Products of the Federal University of Paraiba, Paraiba,
Brazil (UFPB). The fungal strains were maintained in test tubes containing Sabouraud dextrose
agar (SDA) culture medium (DIFCO Laboratories Ltd), at a temperature of 4°C. For the assays,
48-hour replicates incubated at 35 = 2°C were used.

Checkerboard synergy assays

The combinations of linalool with commercial antifungals (nystatin and fluconazole)
were tested in triplicate against C. albicans strains (LM 129 and ATCC 76485), using the 96-
well plate microdilution method. Where initially, 100uL of RPMI-1640 broth was added to the
wells of the plate and then linalool (50uL) was added in the vertical direction and the antifungal
agent (nystatin or fluconazole) (50uL) in a horizontal direction. Thus, linalool was tested at
different concentrations (MIC x 8, MIC x 4, MIC x 2, MIC, MIC/2, MIC/4 and MIC/8). Finally,
20uL of the fungal suspensions were added with an inoculum of approximately 1-5 x 10°
colony-forming units per millilitre (CFU/mL) standardised according to the 0.5 tube on the
McFarland scale. The plates were then aseptically sealed and incubated at 35 + 2°C for 48 hours
(Bassolé & Juliani, 2012; CLSI, 2017).

The fractional inhibitory concentration index (FICI) was calculated by summing the
FIC) + FIC®), where A stands for antifungal and B for linalool. The FICa), in turn, was
calculated by the relation: minimum inhibitory concentration (combined MIC) / MICa)
alone), and analogously for FICg) (eq. 1).

(eg. 1).
MIC4 in combination MICg in combination

FIC index = FIC, + FICg = +
ndex A B~ MIC, tested alone MICg tested alone

This index was interpreted as follows: synergism (< 0.5), additivity (> 0.5 and < 1),
indifference (> 1 and < 4) and antagonism (> 4.0) (Lewis, Diekema, Mener, Rfaller, & Klepser,

2002).
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RESULTS

Effects of the combination of linalool and nystatin against C. albicans

Firstly, the MIC of linalool alone against the strains analyzed was 64ug/mL (Table 1).
Furthermore, it can be observed that the C. albicans strains studied were sensitive to nystatin
and that the combination of linalool with the latter resulted in an indifferent interaction, as can
be verified through the FIC index. Therefore, linalool has significant antifungal activity,
however, its combination with nystatin does not seem interesting from the point of view of
multidrug therapy, given that this interaction does not improve and does not impair the

sensitivity profile of the microorganism under study.

Table 1. MIC of linalool and the effects of the combination with the antifungal nystatin
(NYS) against C. albicans LM 129 and C. albicans ATCC 76485.

C. albicans LM 129 C. albicans ATCC 76485
Substance/ i )
Drug MIC FIC index MIC FIC index
(Hg/mL) (Interaction type) (Mg/mL) (Interaction type)
Linalool 64 - 64 -
NYS 4 - 4 -
Linalool/NYS 64/4 3,0 (indifferent) 64/4 2,25 (indifferent)

Cut off points: MIC of Nystatin < 4 (S); 8 — 32 (S-DD); > 64 (R) ug/mL. S: susceptible; S-DD: susceptible dose-
dependent; R: resistant (Padua, Guilhermetti, & Svidzinski, 2003).

Effects of the combination of linalool and nystatin against C. albicans

For the drug fluconazole, both strains tested were resistant (Table 2). In addition,
linalool was shown to have a better action profile compared to fluconazole, given its lower
MIC. It was still possible to verify an indifferent effect in the association of linalool with
fluconazole for the strain LM 129 and synergism for the strain ATCC 76485. Thus, it seems
that the combination of linalool and fluconazole may be promising because the phytochemical
studied was able to improve the sensitivity profile of the microorganism in a combination that

generates more than additive effects.
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Table 2. MIC of linalool and the effects of the combination with the antifungal fluconazole
(FLU) against C. albicans LM 129 and C. albicans ATCC 76485.

C. albicans LM 129 C. albicans ATCC 76485
Substance/ . .
Drug MIC FIC index MIC FIC index
(ng/mL) (Interaction type) (ng/mL) (Interaction type)
Linalool 64 - 64 -
FLU >1024 - 32 -
Linalool/FLU 64/>1024 3,0 (indifferent) 64/32 0,25 (synergistic)

Cut off points: MIC of fluconazole < 2 (S); 4 (S-DD); > 8 (R) ng/mL, document M60. S: susceptible; S-DD:
susceptible dose-dependent; R: resistant (CLSI, 2017).

DISCUSSION

Combination therapy with available antifungal drugs has been recommended and used
in the treatment of various mycoses (Hsieh et al., 2018). However, combination therapy with
natural products is less explored. The advantages over monotherapy include an increase in the
potency of fungal elimination, reduction in the emergence of resistant strains and a
minimisation of dose-related toxicity of antifungal drugs (Maurya, Semwal & Semwal, 2020).

Recent studies reported that the combination of different antifungal agents or the
combination of natural products and standard drugs can reduce individual MIC values in fungal
strains (Herman & Herman, 2021).

Therefore, in this study, the association of the antifungal drug nystatin with the
monoterpene linalool was used against strains of C. albicans (Table 1) in which they were
sensitive to nystatin according to the reference values for interpretation criteria (Padua et al.,
2003). Furthermore, it is observed that the strains tested were sensitive to linalool, which
inhibited the fungal growth at 64pg/mL demonstrating an important pharmacological effect on
these strains which Morales et al., 2008 classify as strong antifungal activity (MIC <
100ug/mL). However, linalool when in association with nystatin demonstrated an indifferent
effect, and consequently, there are no advantages in their concomitant administration.

The need to search for new alternatives and/or different antifungal therapeutic
approaches is validated by the growing incidence of fungal resistance to classical drugs, their
toxicity, and the costs of available treatments. In this sense, several studies show the growing
incidence of C. albicans strains resistant to commonly used antifungals, in particular
fluconazole, which this phenomenon is quite common (Awad, Khoury, Geukgeu, & Khalaf,
2021; Sobel & Sobel, 2018). Therefore, the combined use of antifungal drugs with
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phytomedicines is one of the effective methods for improving the effectiveness of antifungal
drugs (Bhattacharya, Rolta, Dev & Sourisajari, 2021).

In this regard, Houshmandzad, Scharifzadeh, Khosravi & Shokri (2022) observed that
linalool showed antifungal activity against Candida sp, together with azole-resistant strains,
resulting in further research into clinical applications of this compound in the treatment of
fungal infections. Table 2 highlights the antifungal activity of linalool alone (MIC = 64ug/mL),
as well as the resistance of the fungal strains tested against fluconazole alone (MIC >
1024ug/mL). From another perspective, the synergistic effect of linalool with fluconazole (FICI
of 0.25) was observed for the C. albicans strain ATCC 76485.

For Mi-Jin Park et al. (2007), synergistic interactions of phytopharmaceuticals with
fluconazole may be related to the simultaneous inhibition of different fungal targets by the test
molecule and fluconazole. Fluconazole acts by inhibiting the activity of the enzyme lanosterol
140-demethylase which results in the interruption of ergosterol biosynthesis. Therefore, it
appears that the integrity of the cell wall and cell membrane, together with other membranous
structures are the target sites for the action of active compounds such as linalool. This effect
can be attributed to the lipophilic properties of this molecule and indicates its ability to penetrate
the plasma membrane (Tarig et al., 2019). In addition, the fungicidal action of several
monoterpenes including linalool has been observed, and they may reduce the usual required
dose of fluconazole. As fluconazole is a hydrophilic azole, it is less effectively absorbed
compared with lipophilic azoles such as ketoconazole, clotrimazole and itraconazole by the
lipid components of the fungal cells (Sheven & Schwegler, 1995).

Therefore, cell wall lysis by lipophilic compounds may result in increased absorption
and a more optimal amount available to act on the fungal cells, which leads to better and faster
lethality in these microorganisms. This also facilitates the conversion of fluconazole from a
fungistatic mode to a fungicidal mode of action. And this combination can be compared to the
synergistic interaction of azoles with inhibitors of cell wall synthesis (i.e., echinocandins)
(Spitzer, Robbins & Wright, 2016). Therefore, the exact mechanism for cell wall disruption and
membrane synthesis by monoterpenes is not yet fully understood, however multiple target sites
for action by one antifungal agent are additional advantages in combination therapy.

Importantly, linalool does not exhibit phototoxicity or genotoxicity. Several in vitro
models, such as bacteria and fibroblast cells, as well as in vivo models with (Sprague-Dawley
rats), have been used to assess the genotoxicity of linalool, and all have confirmed that this
monoterpene does not cause changes in genetic material (Api et al., 2015; Aprotosoaie,

Hancianu, Costache & Miron, 2014; Marnett et al., 2014). However, studies in rabbits and rats
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in vivo indicate that, after rapid intestinal absorption, linalool functions as an enzymatic inducer
of the microsomal cytochrome P-450 system, which metabolizes the monoterpene into 8-
hydroxy linalool and 8-carbox linalool, which are mainly excreted by the urinary tract (Chadha
& Madyastha, 1984).

Despite their therapeutic properties, the use of phytochemicals extracted from plant
essential oils, such as linalool, may be limited due to their low solubility and bioavailability.
To overcome these limitations, drug delivery systems can be used as alternative and versatile
platforms to enhance the bioactive effects of phytochemical compounds (Koziol, Stryjewska,
Librowski, Salat, Gawel, Moniczewski & Lochynski, 2014). Although solubilizing agents, such
as dimethyl sulfoxide (DMSQO), can improve the bioavailability of linalool, they can also cause
cellular toxicity and undesirable side effects. Furthermore, due to its volatile nature, linalool is
unstable and has a short shelf life, limiting its clinical application (Rodriguez-Lopez et al.,
2020). In addition, the lipophilicity of linalool results in low water solubility. To overcome
these limitations, recent studies have explored the complexation of linalool with cyclodextrins
(Paiva-Santos et al., 2022).

In this regard, cyclodextrins are supramolecular structures characterised by ring
formation, and B-cyclodextrins are the most common form used in drug delivery. The -
cyclodextrins have a truncated cone shape and are composed of seven glucopyranoside units.
In cyclodextrin complexes, the hydrophilic outer surface confers water solubility and the
hydrophobic inner cavity allows the inclusion of lipophilic compounds such as linalool.
Nanoscale delivery systems can also be naturally used to encapsulate linalool (Carneiro, Duarte,
Heimfarth, Quintans, Quintans-Junior, Junior & Lima, 2019; Paiva-Santos et al., 2022).

The use of lipid nanoparticles is widely described in the scientific literature as a solution
to overcome the challenges associated with the delivery and release of natural health beneficial
compounds such as flavonoids, monoterpenes, polyphenols and carotenoids (Al-Nasiri et al.,
2018). These nanoparticles exhibit a wide range of important characteristics, such as small
particle size (40-1000nm), large surface area, high loading capacity, controlled release of the
active compound, ease of large-scale production, as well as being biocompatible and
biodegradable (Carbone et al., 2018; Rodriguez-Lo6pez et al., 2020). Therefore, linalool is
widely benefited by its loading in lipidic nanoparticles, because these particles are able to
overcome the physicochemical difficulties associated with this compound (Pereira, Zielinska,
Ferreira, Silva & Souto, 2018).
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CONCLUSIONS

Therefore, phytochemicals have been widely exploited by the pharmaceutical and drug
industry, because the various pharmacological properties that these compounds have has been
validated by a multitude of experimental studies. The antimicrobial potential of monoterpenes
against fungal pathogens that cause disease in humans has been reported by several studies,
which implies a high degree of therapeutic value for this class of molecules. Combination
therapy, including the synergistic activity of these compounds, has been explored as an
alternative to the antimicrobials currently in clinical use that have become ineffective due to
microbial drug resistance.

In the present study, it was possible to observe the antifungal activity of linalool and the
synergistic effect of this monoterpene with fluconazole against C. albicans strains, in which
this combination was able to turn these once-resistant strains into susceptible ones.

The scientific literature is also vast regarding the toxicological analysis of linalool,
demonstrating that this monoterpene presents pharmacokinetic parameters - Administration,
Distribution, Metabolism, Excretion and possible Toxicity (ADMET) - similar to licensed
drugs. Moreover, nanoencapsulation in lipidic particles as an intelligent drug delivery system
could be used for linalool in order to circumvent the physicochemical difficulties (such as high
lipophilicity) characteristic of this molecule. However, the pharmacological evaluation
(including  pharmacodynamic  research) and toxicity studies of synergistic

phytochemical/antifungal combinations need to be explored before their studies in humans.
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Abstract

Introduction: Vulvovaginal candidiasis (VVC) is an infection caused by the fungus Candida
albicans, responsible for 90% of cases. Biofilm formation by the fungus is a factor that
contributes to the persistence of the infection and protects the fungal cells from antimicrobial
treatments. Objective: To investigate the anti-biofilm effect of linalool against strains of C.
albicans from vulvovaginal secretions as well as, the interactions of this compound with the
enzyme 1,3-B-glucan synthase which seems to be an important therapeutic target for the
treatment of VVC. Materials and methods: In vitro assays were performed with C. albicans
strains LM 129 and C. albicans ATCC 76485 and crystal violet to evaluate the effect of linalool
on biofilm formation in microtubules. In addition, flexible molecular docking simulations were
performed in AutoDock 4.2 and molecular dynamics in GROMACS 2022.3. Results: Linalool
reduced biofilm formation by 74.65% on average for both C. albicans strains studied. Nystatin
showed low percentage (21.3%) on average in reducing biofilm formation and high adhesion
of fungal cells to microtube walls. Furthermore, linalool interacted with the enzyme 1,3-B-
glucan synthase of C. albicans resulting in free energy release (AG) of -6.0 kcal/mol,
comparable to that of the control ligand castanospemine (-7.0 kcal/mol), as well as generating
a stable receptor-ligand complex in up to 30ns of MD simulation. Conclusions: Linalool was
bioactive against C. albicans biofilm formation. And predictively, this effect is possibly due to
the interactions of this monoterpene with the enzyme 1,3-B-glucan synthase.

Keywords: Biofilms; monoterpenes; antifungals; candidiasis vulvovaginal; molecular
docking; Candida albicans.

Prediccién de acoplamiento, dindmica molecular y efecto anti-biopelicula del linalol
contra cepas de Candida albicans de secreciones vulvovaginales

Introduccion. La candidiasis vulvovaginal (CVV) es una infeccion causada por el hongo
Candida albicans, responsable del 90% de los casos. La formacién de biopeliculas por parte
del hongo es un factor que contribuye a la persistencia de la infeccion y protege a las células
fangicas de los tratamientos antimicrobianos. Objetivo. Investigar el efecto anti-biopelicula del
linalol frente a cepas de C. albicans de secreciones vulvovaginales, asi como las interacciones
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de este compuesto con la enzima 1,3-B-glucano sintasa, que parece ser una diana terapéutica
importante para el tratamiento de CVV. Materiales y métodos. Se realizaron ensayos in vitro
con las cepas C. albicans LM 129 y C. albicans ATCC 76485 y cristal violeta para evaluar el
efecto del linalol en la formacién de biopelicula en microtubos. Ademas, se realizaron
simulaciones de acoplamiento molecular flexible en AutoDock 4.2 y dindmica molecular en
GROMACS 2022.3. Resultados. Linalol redujo la formacion de biopeliculas en un 74,65% de
media para las dos cepas de C. albicans estudiadas. La nistatina mostré un bajo porcentaje
(21,3%) en promedio en la reduccién de la formacion de biopeliculas y una alta adherencia de
las células fangicas a las paredes de los microtubos. Ademas, el linalol interactud con la enzima
1,3-B-glucano sintasa de C. albicans, lo que resulto en una liberacién de energia libre (AG) de
-6,0 kcal/mol, comparable a la del ligando de control castanospemina (-7,0 kcal/mol), ademas
de generar un complejo receptor-ligando estable en hasta 30ns de simulacion por DM.
Conclusiones. Linalol fue bioactivo contra la formacion de biopeliculas de C. albicans. Y de
forma predictiva, este efecto posiblemente se deba a las interacciones de este monoterpeno con
la enzima 1,3-B-glucano sintasa.

Palabras clave: Biopeliculas; monoterpenos; antifingicos; candidiasis vulvovaginal;
acoplamiento molecular; Candida albicans.
Introduction

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is an infection caused mainly by the fungus Candida
albicans, which is responsible for about 90% of cases. This infection can occur in women of all
ages and is characterized by symptoms such as itching, burning and vaginal discharge (1, 2).
One of the factors contributing to the persistence of infection and the development of recurrent
vulvovaginal candidiasis (RVVC) is the formation of biofilm by the fungus, which adheres
strongly to the vaginal mucosa and protects the fungal cells from antimicrobial treatments (3).

Biofilm is a complex structure formed by a community of microorganisms, surrounded
by an extracellular matrix composed of proteins, carbohydrates and lipids. Biofilm formation
by C. albicans is a complex process, which involves the synthesis of glucan by the enzyme 1,3-
B-glucan synthase. This enzyme is essential for the integrity of the fungal cell wall and is an
important therapeutic target for the treatment of VVVC (4, 5).

Linalool is a compound found in essential oils of plants such as Lavender (Lavandula
angustifolia) and Rosemary (Rosmarinus officinalis). This compound has antifungal activity
and has been studied as an alternative therapy for the treatment of VVC (6, 7). Recent studies
have shown that linalool inhibits C. albicans biofilm formation by reducing the adhesion of the
fungus to vaginal epithelial cells. In addition, linalool has low toxicity and is well tolerated,
making it a promising option for the treatment of VVC (8, 9).

Therefore, this study aimed to investigate the anti-biofilm effect of linalool against C.

albicans strains from vulvovaginal secretions as well as, the interactions of this compound with
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the enzyme 1,3-B-glucan synthase which seems to be an important therapeutic target for the
treatment of VVC.

Materials and methods

Substances and microorganisms

The substances used in the assays: Linalool (LIN) [3,7-dimethyl octa-1,6-dienol-3] and
Nystatin (NYS), were acquired from Quinari® (Ponta Grossa, PR, Brazil) and Sigma-Aldrich®
(S&o Paulo-SP) respectively. The working solution was prepared at the time of performing the
tests, using 10uL of linalool and properly solubilized in 150uL (3%) of dimethyl sulfoxide
(DMSO) added to 50uL (1%) of tween 80. It was then supplemented with sterile distilled water
(g.s.p. 80mL) to obtain an emulsion at the minimum inhibitory concentration (MIC) of
64pg/mL (10). The strain of C. albicans LM 129 used in this study belongs to the mycobank of
the Research Laboratory of Antibacterial and Antifungal Activity of Natural and/or Synthetic
Bioactive Products of the Federal University of Paraiba (UFPB). The American Type Culture
Collection strain (C. albicans ATCC 76485) was used as control. For the in vitro assays, fungal
suspensions were prepared in 0.85% saline solution from fresh cultures and turbidity was
equivalent to 0.5 on McFarland's standard scale, which corresponds to an inoculum of
approximately 1-5 x 10° colony forming units per milliliter (CFU/mL) (11).

Biofilm formation test

To evaluate the effect of linalool in inhibiting biofilm formation of C. albicans strains,
the crystal violet test (NewProv, Pinhais-PR, Brazil) was employed. In which, polystyrene
microdilution tubes with 1.5mL capacity were filled with 800uL of RPMI-1640 broth, 100uL
of the linalool emulsion (MIC concentration = 64ug/mL) and 100uL of the suspensions of C.
albicans strains LM 129 and ATCC 76485. This same procedure was performed with the
antifungal nystatin (MIC concentration = 4pg/mL). Then, the microtubes were incubated at
35x2°C for a period of 48h. Subsequently, the broth was discarded and the walls of the
microtubes washed 3-5 times with distilled water to remove any deposited planktonic cells. The
tubes were left to dry at room temperature for 1h. After this period, 1000uL of the 1% crystal
violet solution was transferred and after 20min the dye was discarded and the excess was
removed with distilled water. Then 1000uL of 95% ethanol (Quimica Moderna, Barueri-SP,
Brazil) was added and the optical density of the crystal violet-ethanol solution was measured at

590nm (Kasvi, 4NM). The test control was performed with the strains inoculated in RPMI-
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1640 broth. The assays were performed in triplicate and the cell adhesion rate on the microtube
walls were calculated using the formula: [(ODC - ODT) / ODC x 100], where ODC is the mean
of the optical density of the control in nutrient broth and ODT, the mean of the optical density
of the treatment with the substances tested (12). The percentage of adhesion reduction was
calculated by the ratio between the optical densities obtained in the crystal violet test, the
treatment and the control. Cells were classified as weakly adhered (if < 40%), moderately
adhered (between 40.01 and 79.99%) or highly adhered (if > 80%) (13). The degree of
inhibition of biofilm formation was classified as strong (> 80%), moderate (between 40.01 and
79.99%) or weak (if < 40%) (14).

Molecular docking

Flexible molecular docking simulations were performed with the protein involved with
C. albicans cell wall synthesis 1,3-pB-glucan synthase (PBD ID: 1EQC), whose structure was
taken from the Protein Data Bank (PDB) and loaded into PyMol 2.5.3, to remove water
molecules and the cocrystallized ligand castanospermine (CAS). The structure of the ligand
linalool (LIN) was obtained from PubChem and using Avogadro 1.2.0 software at pH 7.4 and
Mopac2012 at the PM7 level, energy minimizations and molecular optimization were
performed with the MMFF94 force field (15, 16).

Subsequently, the protein was loaded into the software AutoDock Tools (17) for the
addition of hydrogens and Kollman charges, besides the mixing of non-polar hydrogens. Soon
after, docking simulations were performed with the identification of the target active site with
the respective flexible amino acids (Glu27, Tyr29, His135, Asn146, Asn191, Glu192, Tyr255,
Glu292, Trp363), grid centre (34.475; 36.263; 55.769 A), dimensions (40 x 40 x 40 A) and
0.375 A spacing.

After the location of the active site, the docking was developed in AutoDock 4.2, with
100 operations of Lamarckian genetic algorithm and in the standard parameters of AutoDock
Tools. With this, values of Free Energy of Binding (AG) and Inhibitory Constant (Ki) were
generated, being selected the conformations with lower value of AG. Finally, with the aid of
PyMol 2.5.3 and Discovery Studio 2021 software, the results were analysed, determining the
binding regions of the target with the ligand molecule, the types of interactions and the amino
acids of the active site that participate in the linkages. The validation process of the
methodology, was performed through molecular redocking and selected the conformation of
the ligand with the lowest Root-Mean-Square Deviation (RMSD) value of the distances
between the atoms and below 2.0 A (18).
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Molecular dynamics simulation

Molecular dynamics (MD) simulation was performed using GROMACS software
version 2022.3 (19). The molecular complex selected for simulation initially had its ligand
separated from the respective protein using PyMol 2.5.3 software and furthermore, water
molecules and any other artefacts were removed. The topology and coordinate files of the
protein were also generated using GROMACS with the CHARMMS3G6 force field and then the
topology file of the ligand was generated in CGenFF and consequently the complexes were
built and the coordinate and topology files for the protein-ligand system were generated (20,
21). Following this, the system was confined and centred in a cubic box under periodic
boundary conditions. The minimum solute-box distance was fixed at 1.5nm to ensure a distance
of at least 3.0nm between the protein and its periodic image, avoiding artefacts during MD
simulations and resulting in a box volume of 589,682nm®. The box was filled with
approximately 17,230 spc216 water molecules (22) to reproduce the effects of the solvent, and
counter-ions were added to neutralise the charge of the system.

The MD simulation started with two 100ps energy minimization (EM) steps performed
in sequence. The first EM was performed with position restriction (PR) of the protein and ligand
so that the water molecules could settle inside the box. Then, a second EM step was performed
without PR to achieve a local minimum on the potential energy surface of the system. Both EM
steps were conducted using the steepest descent algorithm and the maximum force was set to
100.0 kJ mol* nm? as a convergence criterion. In sequence, temperature and pressure
equilibrium was achieved by performing two 100ps equilibrium steps, first under an isothermal-
isochoric (NVT) ensemble and then under an isothermal-isobaric (NPT) ensemble, to bring the
system to a temperature of 300K and 1 bar of pressure. Both temperature and pressure were
maintained using the velocity re-scaling thermostat (23) and the Parrinello-Rahman pressure
coupling methods (24) respectively. Finally, a 30ns MD production step was conducted at 300K
and 1 bar pressure using 2fs as integration time, a 1.2nm cutoff for short-range interactions
(Lennard-Jones and Coulomb) and the leap-frog integrator algorithm; the complex coordinates
were stored every 10ps. Finally, the MD simulation was analysed using the Visual Molecular
Dynamics (VMD) software (25) and Grace (26).
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Results

Effects of linalool on biofilm reduction

The effect of linalool on the biofilm formation of C. albicans LM 129 and ATCC 76845
was tested, and a reduction of cell adhesion on the microtubule surface was observed. The
values obtained from the optical densities in the crystal violet test, treatment and control are
presented in (Table 1). Thus, it was verified that linalool inhibited the formation of biofilm of
the tested strains. Considering the standard deviations, the percentages of reduction of cell
adhesion with linalool varied between 70.4% and 78.9%, characterizing a moderate antibiofilm
activity of this compound. These values also indicated that the activity of linalool was

significantly higher than the standard drug nystatin.

Table 1. Percentages of reduction and classification of cell adhesion in the in vitro biofilm
formation assay.

C. albicans LM 129 C. albicans ATCC 76485
Drug o4 reduction adhesion type % reduction adhesion type
LIN 789+23 moderate 704+£19 moderate
NYS 13,3+2,5 high 29,3+25 high

*Data were obtained from an experiment carried out in triplicate and presented as percentage values of reduction
of biofilm adhesion, obtained from the mean + p.e.m. in comparison with the negative control.

Interactions of linalool with 1,3-B-glucan synthase

By performing molecular redocking of the cocrystal castonospermine ligand on the
enzyme 1,3-B-glucan synthase, RMSD values < 2.0 A were obtained, which validates the
methodology used. Furthermore, it is possible to compare the binding energies (AG) and
inhibitory constants (Ki) of the control ligand with the monoterpene linalool. These parameters
demonstrate that the control castonospermine (redocking) ligand has a higher binding affinity

compared to linalool, as can be seen in (Table 2).

Table 2. Values of Binding Energy (AG) and Affinity Constant (Kj) of linalool and
castanospermine against the enzyme 1,3-f-glucan synthase (PDB ID: 1EQC).

Molecules AG (kcal/mol) RMSD (A) Ki
CAS -7.0 0.51 0.41 uM

LIM -6.0 - 39.85 uM
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It is important to highlight the main interactions between the castanospemine ligand in
the redocking process and the active centre of the enzyme 1,3-B-glucan synthase. In this context,
the various hydrogen interactions with the residues (Glu27, Tyr29, His135, Asn191 and
Glu292) stand out, in addition to van der Waals interactions, hydrogen carbon and hydrogen
donor Pi bond as illustrated in figure 1. These interactions were similar to those of the cocrystal
ligand, except for the two Pi-alkyl bonds with the residues (Tyr255 and Trp373) that did not

form with the redocking ligand.
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Figure 1. Validation process for molecular docking by redocking. A, Best overlap of castanospermine after redocking (blue)
with respect to the PDB cocrystal (green). B, Two-dimensional interactions of castanospermine with the amino acids of the active
site of the enzyme 1,3-B-glucan synthase (PDB ID: 1EQC).

The molecular docking process of linalool with the enzyme 1,3-B-glucan synthase from
C. albicans resulted in a favourable conformation, with free energy release (AG) of -6.0
kcal/mol, comparable to that of the control ligand (according to Table 2). Moreover, the
interactions between the monoterpene and the enzyme active site are hydrogen bonds between
residues Glu27 (with distance of 2.14 A) with the H21 of the linalool hydroxyl and Asn146
(with distance of 2.16 A) with the O1 of the hydroxyl of this monoterpene. It is also important
to highlight the occurrence of a Pi-sigma bond between the benzene ring of Phe258 (with
distance of 2.81 A) and the C10 carbon atom of linalool, in addition to some van der Waals and

Pi-alkyl interactions (as illustrated in Figure 2A and B).
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The active centre of the enzyme 1,3-B-glucan synthase shows low hydrophobicity and
the linalool ligand has lipophilic character, however the presence of the OH group at its C2-

linked end gives it polarity and H donor and acceptor characteristic (Figure 2C and D).
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Hydrophobicity
3.00
2.00
1.00
0.00

/ ~
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Figure 2. Flexible molecular docking analysis of linalool in the active site of the enzyme 1,3-B-glucan synthase (PDB ID: 1EQC).
A, 2D interactions of linalool with the amino acids of the active site of the enzyme under study. B, 3D interactions of linalool with
the amino acids of the active site of the enzyme under study with emphasis on the binding distances. C, 3D surface model of
hydrogen bonds. D, 3D surface model of hydrophobicity.

Tyr29

Molecular dynamics simulation calculations

After the docking studies, the protein and linalool were subjected to 30ns MD
simulations. The aim of this simulation was to observe the dynamic behaviour of the linalool
compound within the active site of 1,3-B-glucan synthase, in order to compare with the
molecular docking results and obtain additional information to support the proposal of a new
potential inhibitor for the enzyme under study.



115

The graph in figure 3 shows the variation of the behaviour of the total energy of the
system (protein-ligand complex) (1,3-B-glucan synthase - LIN) over time, 30ns of simulation.
It can be observed that the energy of the system varied, but there was stabilization of the energy
(= -5.905 x 10° kJ/mol) still at the beginning of the simulation and the trend line helps to
visualize this effect, indicating that the average energy remains constant, suggesting structural
stabilization.
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Figure 3. Total energy values during MD simulation for the 1,3-B-glucan synthase - LIN complex.

The RMSD values were also analysed to check the deviations and stability of the protein
and ligand in the complex. A graph showing the average RMSD values between 0 and 30ns of
simulation is shown in figure 4.

Since the first 20ns of MD simulation were considered sufficient for stabilization of the
protein and the ligand, the average RMSD values shown in figure 4 are expected to be small.
As can be seen, the protein and the ligand (alone) behave well, showing low RMSD values.
However, for the protein-ligand complex one notices an increase in RMSD thus reaching a new
stabilization point of the system, but with an RMSD considered low. This result suggests that
the compound remains within the active site during the 30ns of simulation, demonstrating that
the system has stabilized and confirming the results obtained by the total energy calculations
described previously.
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Figure 4. RMSD values between 0 and 30ns of MD simulation where protein, ligand and protein-LIN complex
are represented.

The Root-Mean-Square Fluctuations (RMSF) of the protein residues over the simulation
time were also analysed and are shown in figure 5. It provides a qualitative and quantitative
view of all the regions of the protein during MD. It can be observed that the regions that
fluctuated the most during the simulations (highest RMSF values) correspond to the protein
side chains and loops (Figure 6A and B), residues (172-188) and (232-256), respectively.
Moreover, the residues in the active site (backbone) region showed less fluctuation, showing to
be the most stable regions. This result confirms the stability of the MD simulation and the
moderate interaction of linalool towards the enzyme, suggested by the graphs of total energy,
RMSD and RMSF, besides also suggesting selectivity, as observed in the molecular docking

studies.
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Figure 5. RMSF values per residue of the protein when complexed to the ligand linalool.

Figure 6. Regions of the protein 1,3-p-glucan synthase with the highest fluctuation of RMSF. A, Side chain
posterior (blue) to the enzyme active site. B, Side chain (blue) in the vicinity of the entrance to the active site of
the enzyme.

The radius of gyration (Rg) of the 1,3-B-glucan synthase-LIN complex during the
simulation time was also analyzed and the average values are shown in figure 7. Interestingly,
the Rg values initially increased due to the fluctuations of the protein side chains and then
tended to stabilize, indicating the compactness of the protein and less possibility of

disintegration of the protein-ligand complex.
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Figure 7. Average values of the radius of gyration (Rg) of the protein when in complex with the ligand linalool.

The analysis of the H-bonds formed between the ligand linalool and the residues of the
active site of the protein under study aimed to confirm whether the interactions with the key
residues in the active site were maintained or not during the MD simulation. In this regard, it
was found that the OH group of linalool was able to interact through H-bonds with the residues
in the active site of the enzyme [Glu27 (2.02 A), Tyr29 (1.99 A) and Trp363 (3.56 A)] at the
very beginning of MD (0-5ns) shown in blue in figure 8 and figure 9A. During the simulation
period of 6.8-15ns H-bond formation of linalool occurred with the residues [Glu27 (2.12 A)
and Asn146 (2.35 A)] (Figure 9B). However, these interactions lasted for a short time due to
the fluctuations of the amino acids and the movement of linalool within the active site of the
enzyme, observed by the discontinuities in the graph of figure 8. In the period of approximately
15.1-27.3ns, there were alternations of H-bonds of linalool towards residues [Tyr255 (1.93 A)
and Glu292 (2.22 A)] (Figure 9C) and near the end of the MD, there are H interactions of the
ligand with residues of (Tyr29 and Trp363).
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Figure 8. H-bonds established during MD simulation between 1,3-p-glucan synthase and linalool over time.

Figure 9. 3D model of the H-bond interactions of linalool to residues in the active site of 1,3-B-glucan synthase.
A, H-bonds between 0 and 5ns. B, H-bond interactions from 6.8 to 15ns. C, H-bonds between 15.1 and 27.3ns.

Discussion

The VVC is a public health problem due to its high incidence and recurrence, causing
discomfort and impairment to the quality of life of affected women (27). Many factors can
influence the recurrence of VVC, such as the use of antibiotics, diabetes, pregnancy, oral
contraceptives and immunodeficiency (28, 29). The treatment of VVC is based on the use of
antifungal drugs, such as fluconazole, miconazole or clotrimazole. Although these drugs are
effective, excessive use may lead to the development of resistant strains of C. albicans,
increasing the therapeutic failure rate (30, 31, 32).

In view of this, and also of the potential adverse effects and pharmacological interactions

that limit the use of already licensed antifungals, it is important to invest in research that seeks
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substances that are effective for the treatment of VVVC and that are safe for patients. Therefore,
in general, molecules derived from natural products are safe and present an interesting
pharmacological versatility, as well as a great therapeutic potential against fungi and yeasts
resistant to antifungal drugs currently in clinical use (33, 34).

Among the great diversity of molecules found in plants with antimicrobial properties,
monoterpenes such as linalool that demonstrated significant in vitro antifungal effect stand out.
Linalool is an important component of essential oils and aromatic plants, such as Lavender
(Lavandula angustifolia), Rosemary (Rosmarinus officinalis), Basil (Ocimum basilicum) etc.
with vast biological activity, among these, antifungal, anticonvulsant, anti-inflammatory,
anxiolytic, antitumour and antibacterial (9).

Furthermore, the ability of C. albicans to form biofilms is an important virulence factor
and may be associated with antifungal resistance and recurrence of infection (4). Biofilm is a
collection of microorganisms that adhere to a surface and protect themselves in a polymeric
extracellular matrix, becoming resistant to treatment. Biofilm formation is favoured by
conditions such as the presence of medical devices, immunodeficiency and treatment with
antibiotics. Therefore, the presence of biofilm should be considered in the diagnosis and
treatment of VVVC in order to prevent recurrence of the infection (5).

Thus, this study showed that linalool has important antifungal activity, especially
interfering in the process of biofilm formation of C. albicans in vitro (Table 1). It was observed
that linalool was bioactive against biofilm, reducing its formation by 74.65% on average for
both strains of C. albicans analyzed and having a moderate rate of adhesion of the strains to the
walls of microtubules. Thus, linalool was better than the standard antifungal nystatin, which
showed low percentage of reduction of biofilm formation and high adhesion of fungal cells to
the walls of microtubules. These data are important because many pharmaceutical formulations
of vaginal creams for the treatment of VVVC contain the antifungal nystatin in its composition
and also opens possibilities for the inclusion of linalool in these compositions (35,36).

Furthermore, it seems that linalool interferes with C. albicans biofilm formation by
interacting with a vital enzyme directly involved in the formation of the fungal cell wall, the
1,3-B-glucan synthase, responsible for synthesizing the entire glucan structure of the cell wall
(37). Therefore, in this study it was found that linalool appears to inhibit the enzyme 1,3-B-
glucan synthase with a K; of 39.85uM and binding energy of -6.0kcal/mol, demonstrating good
binding affinity (Table 2). As linalool is a lipophilic molecule it crosses cell membranes with

relative ease, and being the active site of the enzyme under study of partially apolar character,
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these phenomena point to a molecular complementarity that favours the various interactions of
linalool towards the active site of the enzyme 1,3-p-glucan synthase (Figure 2).

Taking together the MD results and corroborating with the flexible molecular docking,
as well as the in vitro results of this study, it is possible to verify that linalool binds with the
active site of the enzyme 1,3-B-glucan synthase, interacting with several amino acids of this by
H-bonds, van der Waals, among others; forming a stable complex in up to 30ns of simulation
without disintegrating. Therefore, linalool is probably able to inhibit the key enzyme for the
synthesis of glucan, the main component of the C. albicans cell wall and consequently interfere

with its viability and biofilm formation.

Conclusions

Therefore, biofilm formation by C. albicans is an important factor for the persistence of
VVC and the development of RVVC. Furthermore, the enzyme 1,3-B-glucan synthase is an
important therapeutic target for the treatment of this infection, and this study indicates that
linalool is a promising compound for inhibiting fungal biofilm formation. However, further
studies are needed to evaluate the efficacy and safety of linalool as a therapeutic agent for

vulvovaginal candidiasis.
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6 CONCLUSOES

Tomando em conjunto os resultados dos experimentos in silico desse estudo, bem como
a analise da literatura cientifica de ensaios in vitro e in vivo, o linalol apresentou caracteristicas
farmacocinéticas e toxicoldgicas favoraveis a administracdo ao organismo, pois este composto
exibiu significativa biodisponibilidade oral tedrica, elevada absorcéo intestinal, eliminacéo
majoritariamente urinaria e ndo foi hepatotdxico. Além disso, o linalol mostrou-se nao ser
mutagénico ou tumorigénico e parece nao ter efeitos bioldgicos sobre o sistema reprodutivo.
Portanto, o linalol apresentou baixa toxicidade aguda, por via oral e cutanea.

O linalol foi bioativo sobre as cepas de C. albicans de secre¢fes vulvovaginais
resistentes ao fluconazol. E essa bioatividade do linalol é forte e de natureza fungicida. Além
disso, com base nos ensaios in vitro com o sorbitol e o ergosterol, o linalol parece interferir com
a integridade da parede e da membrana celular de C. albicans. Sendo assim, verificou-se
também através do docking e da dindmica molecular que esse monoterpeno interagiu
guimicamente com trés enzimas importantes para a biossintese de componentes e manutencéo
da parede e membrana celular fungicas (1,3-B-glucano sintase, lanosterol 14a-demetilase e A
14-esterol redutase), possivelmente desempenhando atividade inibitoria. Nota-se ainda, que o
complexo receptor-ligante entre a 1,3-p-glucano sintase — linalol, estabilizou-se ao longo de
30ns de simulacgéo, evidenciando o mecanismo de agéo via parede celular.

E importante destacar ainda que o linalol quando em associacdo com o antif(ingico
nistatina resultou em efeito indiferente, mas quando combinado com o fluconazol teve efeito
sinérgico sobre a cepa C. albicans ATCC 76485. Outrossim, o linalol foi bioativo sobre o
processo de formagéo de biofilme de C. albicans, reduzindo em mais de 70% e tendo taxa de
adesdo moderada.

Portanto, o linalol poderd ser considerado como uma opc¢do terapéutica viavel
futuramente no combate a candidiase vulvovaginal. No entanto, devido algumas caracteristicas
fisico-quimicas do linalol que limitam sua utilizacdo (como: alta solubilidade em lipideos e
baixa biodisponibilidade) o desenvolvimento de uma forma farmacéutica é necessario para se
pensar em desenhar estudos in vivo em modelos de ratas com candidiase vulvovaginal que
poderé ser realizado no futuro. Nesse sentido, formas farmacéuticas de -ciclodextrinas podem
ser desenvolvidas para contornar as limitagdes citadas, pois essas estruturas supramoleculares
apresentam uma superficie externa hidrofilica que confere solubilidade em agua e a cavidade

interna hidrofébica permitindo a inclusdo de compostos lipofilicos como o linalol.



it
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Resumao t‘-’
As infecgibes bacterianas e a resisténcia antimicrobiana, particularmente de Kighsidlla preumoniae,
continuam sendo uma das questdes mais desafiadoras que ameagam a saide das peSsoas em todo o
mundo, Compostos naturais dervados de plantas tém recebido atengio comiderdvel por seu papel
potencial como antibacteriano e para mitigar a resisténcia a antibidtic assim, o linalol € um
importante metabdlito secunddno encontrado em grande '\-B.'I'IEd.B.I:I'E ¢ apresenta diversas
propricdades farmacoldgicas, incluindo atividade ant:bacl:nan.a_ , este estudo teve como
ohjetivo Jm-'f:ugar a atividade antibacteriana do linalol con pEMnoniae e suas interagies
com a ATP sintase através do docking molecular. Messe % realizados ensaios in vitre,
onde fol aplicado a técnica de microdiluigdo em caldo obtendo tragiio inibitdria e bactericida

minima (CIM e CBEM). Além disso, o procedimento adgido para o docking molecular foi o de
ancoramento com a proteina rigida e os ligantes flexiveis. As andlises in vitro mostraram gque o linalol

teve efeito bactericida contra K. prewmonios na o do de 256 pg/ml. E o docking molecular
revelou que o linalol interage com o centro at hquhtmidadr B da ATF sintase com energia de
ligagio AE = -3.63 kealimol. Messe estudo f nstrado gue o linalol & uma molécula capaz de
induzir a morte bacteriana e gue pn:dttww se efeito possivelmente ocorre por interrupgio na
sintese de ATF.

Palavras-chave: docking moleculgr; @m]ng]a fitoterapia: Klebsiella prewmoniae; microbiologia.

Antibacterial action of l'mul'mf against Klebsiella prewmoniae and s interactions with
Y ¥ ATP synthase in silico
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ESTUDM DA ACAO ANTIBACTERIANA DA
CARVONA CONTRA STAPHYLOCOCCUS AUREUS E
KLEBSIELLA PNEUMONIAE IN VITRO E SUAS
INTERACOES COM A ATP SINTASE IN SILICO

Jenas Ferreira de Almeido, Geroldo Gongolves de Almeida Filha, ¥Wostenildo
Crigpam Romalho, Daoysionne Pereiro de Lim Uchaa, Vandezito Dantos de:
Medeiros Mazzoro & Cassic Ban Soares Medeires

Centra Universitano de Patos [UNIFIF)

RESUMO
Introcugio: Os Stapkylococous aureus & Kk dlo i snte col &

nos tratos respirobina e gostrointestingl de humonos. A colonizogio com tols bactérias pode predispor
Irediid I is a doengas, principalmente pa i em die terapia b i
(UITH. Exsies microng estiio consk ‘assadndos o indecgfes haspiinkores, & o resisténda
antimiorobéano émito severomente os oppbes de trammento em infecgBes cousodos por esses
potdgenos. Desso fomma, o estudo de propr it i o rovos = i tem
sido reolizodo. Messe conbexio, destocosse 0 monoterpend convona orundo de wirias plontas como
Mentho spicoto L, Mentha plperito, Anethum gravesiens L, Consm conv L e a Lippia albo, oo os dieos.
esséncias destos op propredades ot wrobi Obgetive Inwestigor s2 a corvana
dessmpenha otfvidode bocteriodo contro 5. gureus € K. pnewmonioe inovitro, bem coma as interagbes
desse manctenpens com a ATP sinkose bocteriana in slica. Metodologier foram realizodes encoics de
atividode ontimicroblona por meks de microdilulgto em coldo BHI para obtengdo dao concentrogio
Inibitdria & boctericido minkma [CIM e CBM). Além dissa, realizousse wn dodkdng moleculor poro ovaliar
as imeroghes da corvona com o proteina ATP sintose bocterona Resultades e conclisdo: o corvona
apresentou efeita boctercido para os 10 cepas testodos com rozio CEMCIM entre 1 e 2. Mos ensolos do
docking malerulor fol passhvel vertficar que o corvana ‘coms a subunidode B da ATP sintose com
energia de ligogha de «& 30koalmol=1 otrovés de ligoghes de hidroglnio & de von der Wails, sugenndo o
possibilidode do convona inibir o sintese de ATP bocteriono e desempenhar seu efeito boctencido. Mo
entanta, cubros exparimentos in witro precisam ser reoll zodos poro testor essa hipdtess.

Palavras-chave: Carvong; Meconismo de agho; 5. oursus; K- pneumanios.
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LINANOL CONTRA CEPAS DE KLEBSIELLA
PNEUMONIAEIN VITRO E IN SILICCO

Frongueuda Alves do Silvo, Genoldo Gongohees de Almeida Fitho, Doysionne
Pereirn de Lira Uchoa, Wostenldo Crispim Ramalha, Resivanio Sikva bioto &
‘Cassio llan Soares Medeiros

’ ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIBEACTERIANA DO)

Cantrg Universitano de Patos (UNIFIP)

RESUMO

Introdugaec A Klebsiella preumonioe € um microrgonisme Grom negotivo de morfolegio bocilar,
respansdvel por cowsar wma variedode de enfermidades infecricens coma: infecgbes wrindrios,
pEumania, meningite & sepee. 4 espécie oo longe des onos vem oumentando sun copocidade
em dessmvolver meconismos de resisténcio o antibidticos de uso corrents, como por exemplo a

isténcia oos corbopenémicos, antibidticos de amplo espectro. Par cutro loda, o linaolal que &
um monotespeno extraido de diversos espécies de plontos coma: Lomboceoes  (Lovandol,
Lowroceae (Cinmomeomum) e Umbeliferae (Coentro) entre cutros, wem demonstrands ter uma
boo otividode ontibocteriono. Objetivo: dessao formo, buscou-se estudor o potendal
antibocteriono do Enolkol contro cepos de K pnewmanios in vitro & swuos interogies com a ATP
sintose do porede c=lular através do docking maolecular. Metodalogsa: foram reclizodos testes in
witra em plocas de 96 pogos nos quois reolizou-se 0 microdiligdo em colda BHI do Enaled
previomente preparodo poro obter-se o concentrogio indbitdrio e bactericido minimao (CIM e
CEM). Também foi realizode um estuda de interagtes do linolol comi o ATP sintose do parede
celulor bocterano otrovés do docking moleculor wiilizondo o software grotuito Autodock vino
Resultodos e condusdor o O do linoldd foi de 2S6pgml-1 e o CBM = 58Zpg.ml-1,
caracterizanda o =feitc boctericdo do inokl na respectivo concentragdo (CIM = ). Alkm dissc,
foi possivel chsersar gque o Bnaolol interage com o subunidode B da ATP sintose otrovés de
Bgogies de hidrogénio e van der Woals, resultondo em energia de ligagio de -4 3kcolmol-1,
indicondo que possivelmente o meconisma de ogho bactencida do limalol possa ermecbesr a ATP
sintose do parede celulor bocteriona

Polavras-chave: Linolol, ATP sintose; Klebsiella prneumonioe; Agba boctericida
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ATIVIDADE ANTIBACTERLANA DO D-LIMONENO CONTRA
STAPHYLOCOCCES AUREUS E KLEBSIELLA
PAYEUMOXNIAE IN VITRO E SUAS |N'|']_".H.-u_:ﬂ]:'."'l COM A ATE
SINTASE DA PAREDE CELULAR BACTERIANA 1IN SILICOY

Priscilo Martins de Spuzn, Geralda G_l:n;nlhﬂde.ﬂ.lmeidn Filho, Daysiaonne

Pereiro de Lira Uichoa, YW ildo Crispan R dha, &muana Meves Salvador
de Alcontaro & Cossio lon Soares Medeinos

Centro Universitario de Patas (UNIFIP)

RESLD

Juchos A resisténcia baoctes ooz antibdticos £ um fendmeno biokigico decomente da
pressio seletivo que ooome frequentemente otroveés do wso indiscriminado de antibocteriones.
[Esse processo inviobilizo o uso de muitos fdmmacos, fozendo com que o teropéutico jo exdstente
contra determinadas infecgies se torne ineficoz. Diant= disse, o buesca por novos closses de
substlncins quimicos com potenciol pom trotor essos infecgies que opresentem novas
estrotégin de ogdo sobre os microrganismos € de interesse dentifico. Sendo ossim, o D-
Emon=noe € um manoterpeno que foz porte da compasigio de mais de 300 vegetais e indmeras
pesquisos relotom que se=u wso pade indbin/diminuir o atividode microbiono de boctérios, sendo
esto entdo uma moléculo bostonts promissoro como ontibocteriano. Objetivoc imeestigar o
potencial antibocteriono do D-Emaneno contro Stophylocooous gureus e Klebsiello pneumonios
N vitro & swas interogtes com o ATP sintase do porede celulor b dolog
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ATIVIDADE ANTI-STAPHY LOCOCCUS AUREUS DO
CITRONELAL E SUA INTERACAQ COM PBP2ZA IN
SILICO)

Sergio Colix Luiz da Siva, Geraldo Gongolves de Almeido Flho, Wostenilda
Crispim Romalho. Ronalde Coetono Comedro, Rosivonia Silva Mota & Cassio
Ban Scares Meadsiros

Centra Universitdro de Patos (UMIFIP)

RAESLIMO
A deseaibosdlone do Scide gutdmico (GAD - Clutamie Acd Descorbeedose) ¢ o enzima Bnbeete s o de

producho do doids
AL, GADL o ET kDo & GADY de 65 kDo A GAD 67 dutd presdite o interroeuninie &5 Shlevs favoso ceninal
(SHC) & emolida Ao simise de GABA pora o matobolisms am geral, enguanio @ GAD &5 olus N sropses. £
impoante eisadllor o imparidnca 3o GARA, mds b coma principal s SHC, mos
naibid ol edeito: CONMANG P pariods prd-notal, o vz gl ke elabs sariaidnos sio g Sums iImpondess
poro o desanselvimenno do sisteney nervoss. Deses Tomao, diverees eshudos aporiom gue disfunglies Fo sklema
GABAdrgicn abrive probly dogices cor: outiseo, eplepsio, esquirofronia, entre outies. For
etfgyainte, & MelP? [Proting-2 do Ligogie Mol CplG) eatd haida s | i i & tronserlio
da DHA otrovis dos deminios MDE |Deminis de LigogSs o Metda] @ TRD [Dominio de Repressiio Tronscricional)
prracipnminte, A lnghs da WeCP2 & abo de diirss pig iz el dpg et 3
Fanfis WSS Sass d ecup e @t Bnitrs GAS Adeicat do SHC. Sornds o oo, voke desiocss o soeaann
it il BCEIDY, fitoconobsndids eCH] axtraide da Connabis saths, popalormanio corkuacids coms

(EABA) airerads do Sou precursss L-glutomate. Esistemn duss ofomess de

forom realizodos ensaics in vitro paro determinor o concentrogio indbitdao e

‘0 CHD e sidd na L THor OEak [

(O e CBM] e além disso, executou-se um docking modeculor otrovés do software grotuito
Sutodock vino com o proteino ATP sintose boctedono. Resultodos & condusdo: verificou-se que
o efeitc do D-Emonena contro as bactérias testas foi boctericida, tende em visto que o relagho
CEMICIM ficou entre 1 = 2. Além disso, constotou-s= que a energio de ligagdo do D-imoneno
oom a subunidode B da ATF sintose foi de -5.70kcol.mol-1 e interagiu com wdrios ominodcidas
atrovés de ligopies van der Woalks = Alkyl, demonstrondo assim que essa interogho € possivel e
que a ATP sintose bocteriona posso ser um ohwo pora o ogio de novos farmocos
antibacteronos

Polgvras-chave: D-limonena; ATF sintose; Stophylocooous ounews; Klebsiella pneumonioe.
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divirsot abot, dentie i & Mok Lol & o oo orek abindida |BCS) oy ol o a
gl de gue megulom o bolwgo excholdiofivibivdres do SMC Messe esteds, Toi
sickiada o copacidosk do ativaqlo ranscrcional do MeCFZ, conjeciunarde g o peasa

sl oopescideds d Byoio o DMA. Didss moneen, ol 3 docking mokiodar, ool -go eoos Peogio fd

inbuite de rebedond-by oo o pocshed sumen dos nbes g GAD B5 afou 5T ma presenga do conabidiol, poderds

ey aliies ks da e GAEA Ausis, 0om o e ek de
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CABA GG Coed O Sulised & aplopdin.
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ANALISE DA ACAO ANTIBACTERIANA DO
CINAMALDEIDO FRENTE A STAPHY LOCOCCUS AUREUS
E KLEBSIELLA PNEUMONIAE IN VITRO E IN S1LICO

Emerson Luan Androde de Oifveirg, Wostenildo Crispim Romalho, Genldo

Gongohres de Almeida Filka, Rosivanio Siva Moto, Ronalde Coetona Carneiro
& Cossio lon Soares Medeiros

Centra Universitario de Patas (UNIFIP]

RESULO
Intreduge: Staphylococcus oursus = Klebsiella pneumonios so bactérios do microbiota

humana normal, pedende ser res 2= par warkas enfermidad i inclusive cosos
de infecgbes nosccomiois. Coma resulinde do pressio seletiva frente o ompla utlizagto d=
antibacternanes, essos boctérios tem desenvohido resisténcio o maltiphos medicomentos dessa
dhasse. Sendo ossim. o estude de substéncios derivodos de produtos noturais tem gonhodo
importincio no meio dentifico, em gerol devido oos boixes efzitos odversos dessaos moléculos
bem come, o baixo custo. Dessa forma, o anomaldeido [fenilpropandide] oriundo de plontos do
género Ci m tem op lo propriedodes antimicrobi sabre uma vosto gama
de boctérios patogénicos. Objetiva: verificor o potencial antibacteriane de cinamaldeido in vitro
contra cepas de Stophylocoocus ourews e Klebsiello pnevmonioe bem como, onalisar os
interogGes dessao mokéculn com o ATP sintose do parede cedulor bacterionn. Metodelogiac Foram
reglizados testes in vitro com 10 cepos bocterionos em plocas de 96 poges pora detesminar a
concentragin indbitdria = boctericida minima (O & CBM) por microdiligio em colda BHL ©
dacking moleculor foi realizodo poro estudar os nterogies do cinomaldeido com o ATP sintose
bacteriana como possivel abvo formacolégicn. Aesultodos e Conclusaa: o cinomaldeido mastrou-
== horctericida pora as cepas testodas (S oureus, CBM=128pgmil-1; K pnsumonsoe,
CBM=E4pg.mL-1) & foi copor de interogir com a subunidade B do ATP -1 sintase com ensrgia
de igogoo -5.10kcalmal , sugesinde umo possibilidode do mecanismo de ogBo desso malécula

Pdlovras-chove: Cinomoldeddo; Agdo boctericida; ATP sintosse; Stophylocooous  aureuss
Kkebsllo pneumoniae.
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CANABIDIOL E MECPZ: UMA NOVA ABUORDAGEM
TERAPEUTICA E CORRELACOES
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Centro Universitdno de Patos (UMNIFIF)

RAESLIMD
A descarbosilase do Scids glutdmics (GAD - Chitomic Ard Deseorbeyloos] & o enzims Embaete 3o o de

penducfio do drids (EABA) ainrals di fou procurses L.glinsmoets. Esistem duas olomass de
Gy, GAD] o BT kDa & GADT da 65 kDA A GAD 67 Gl prasaiile o inle P unbnss & SHless ot contnal
[SHO) @ emalids Fe Simise do GABA pona o malobolisnss o giral, enguanto @ GAD 65 Olus s siopss. E
messafior a do GAHA, mdo s como do SHC, mos
b S B CONrAnio P perioss prd-natal Ln viT gul EEes eH6les Entialies e do Suind imponar
porg @ desenvelvimento do sstenes nervose. Dessa Torme, diverses esbudos aportam que disfungiies Ao Sklema
Qo stria pr o auliso, eplepsia, esquirednenia, entre oulnes. For
oiriaynte, & MelP2 [Protiing-2 de Ligogio Metl CpG) estd heidhay it [ F & FOnEcF i
s OMA otrowvis dos deminios WMDE [Demings de LigogSs o Metla] @ TRD [Dominio de Repeessdo Tronscriconaly
prinacipamirte. & fanghs da MeCP2 & abo de divreas pesquises ne eihing dpgendticn o2 doenias g

PFas wisites e : Do @i i GABAdrGRos do SHC. Somnds o o, okt deslocss o Shertn
iplatics oy kil fCEDY, foconsbhindds T et da Connabi sothvs, poplnimsns conkDcidn £oma
el 0 CBO e cido uilizods na § i i ESCRNTIGE ORIt [t il
SUFfRCARGIE, poE nlo pRovOcs pEicoathidode ¢ dopenddngia. Aldm diaso, GoFeSbS o8 gui o CBD Wlensge oo
dvirot abens, donire s & mok Loty & o SiSlio oreck abindida (ECS) Fisf o] pund a
libernglo de PeUGEONEMBGOES gue fegulsm o bolwge escholdniofribidris s SRC. Rlooe esteds, Toi
sidenoda o copatidess di olivaqlo tonscriconal do MeCPE, coejectuends g o i
sl oapetidsds de Bgoglo o5 OMA. Do moneiea, aifaads 32 docking mokicuar, saoliu-go eios merogio fy
inbuite de nekdend-ka com & pesshed cumenn din s 8 GAD ES ofou 67 o priseega oo conabidiol, podieds

e il ks da o GABA ASgion, Com o e da
£@ o6 oo CED e alyumos peioligion olushos o sEmos
R D O
chire: O s cicidle GAEA; MelPZ; Corrobis
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