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RESUMO

Cerca de 1,5 milhdo de pessoas morrem anualmente de infec¢cdes fungicas
invasivas globalmente, com aproximadamente 80% dessas mortes resultantes de
infeccbes fungicas oportunistas adquiridas em hospitais, predominantemente
causadas por espécies de Candida. As plantas, como o anis estrelado (lllicium
verum), sdo fontes de compostos com ampla atividade bioldgica, incluindo acao
contra fungos. O anis estrelado contém diversos constituintes quimicos, como
fenilpropanoides, lactonas sesquiterpénicas, flavonoides e acidos fendlicos, e
demonstra atividade antifiUngica de amplo espectro. Este anis é eficaz na inibicdo da
deterioracdo de alimentos por Aspergillus e Fusarium, e também possui
propriedades antibacterianas e antioxidantes. No entanto, faltam estudos detalhados
sobre 0 uso do anis estrelado como agente antifungico, particularmente sobre os
componentes ativos e seus mecanismos de acdo. Este trabalho investiga o
potencial antifingico do trans-anetol, o principal componente do 6leo essencial do
anis estrelado, e explora seus possiveis mecanismos de a¢do contra cepas de
Candida glabrata e Candida parapsilosis. Para este propoésito, foram avaliadas as
concentracfes inibitdrias minimas (CIM) e as concentragdes fungicidas minimas
(CFM) por meio da técnica de microdiluicdo em caldo. Para o potencial antifingico
do TA em sinergismo com o fluconazol foi conduzido um ensaio de associacao
(checkerboard). Para verificar os possiveis mecanismos de acgao foram utilizados os
ensaios com sorbitol e ergosterol que avaliam as interagcbes sobre a parede e
membrana celular, respectivamente. Além disso, o docking molecular avaliou as
interacdes do TA com a Pdr5, proteina de bomba de efluxo de drogas. Os principais
resultados deste estudo apontaram para uma boa atividade antifingica do TA para
ambas as espécies de Candida. A CIM do TA para Candida glabrata variou de 128
Mg/mL a 1024 pg/mL e de 128 ug/mL a 512 ug/mL para Candida parapsilosis. O
ensaio de associacdo demonstrou atividade sinérgica entre o TA e o fluconazol. O
indice da concentracéo inibitoria fracionaria (ICIF) foi de 0,5 para Candida glabrata e
de 0,375 para Candida parapsilosis. J& 0 ensaio de mecanismo de acao nao foi
capaz de precisar qual via de acdo é utilizada pelo TA para produzir o efeito
verificado. A partir do estudo de docking molecular foi possivel verificar uma
interacdo entre o sitio ativo da Pdr5 e o TA, com predominio de ligacbes
hidrofébicas e do oxigénio do grupo metoxi da estrutura do TA com Tyr356 do sitio
ativo da proteina. Assim, tomando em conjunto os achados deste estudo, fica
evidenciado o potencial antifangico do TA como um agente antifingico isolado e,
sobretudo, em conjunto com o fluconazol, promovendo uma atividade promissora
gue pode ajudar na aplicacao pratica de terapias combinadas destinadas a superar
a resisténcia antifungica.

Palavras-chave: Candidiase. Candida ndo-albicans. Micologia. Resisténcia
antifungica. Sinergismo.



ABSTRACT

Approximately 1.5 million people die annually from invasive fungal infections
globally, with about 80% of these deaths resulting from opportunistic fungal
infections acquired in hospitals, predominantly caused by Candida species. Plants,
such as star anise (lllicium verum), are sources of compounds with broad biological
activity, including antifungal action. Star anise contains various chemical
constituents, such as phenylpropanoids, sesquiterpene lactones, flavonoids, and
phenolic acids, and demonstrates broad-spectrum antifungal activity. This spice is
effective in inhibiting food spoilage by Aspergillus and Fusarium, and also possesses
antibacterial and antioxidant properties. However, detailed studies on the use of star
anise as an antifungal agent are lacking, particularly regarding the active
components and their mechanisms of action. This work investigates the antifungal
potential of trans-anethole, the main component of star anise essential oil, and
explores its possible mechanisms of action against Candida glabrata and Candida
parapsilosis strains. For this purpose, minimum inhibitory concentrations (MICs) and
minimum fungicidal concentrations (MFCs) were assessed using the broth
microdilution technique. The antifungal potential of trans-anethole in synergy with
fluconazole was evaluated using a checkerboard assay. Possible mechanisms of
action were investigated using sorbitol and ergosterol assays, which assess
interactions with the cell wall and membrane, respectively. Furthermore, molecular
docking evaluated the interactions of TA with Pdr5, a drug efflux pump protein. The
main results of this study indicated good antifungal activity of trans-anethole against
both Candida species. The MIC of trans-anethole for Candida glabrata ranged from
128 pg/mL to 1024 pg/mL and from 128 pg/mL to 512 pg/mL for Candida
parapsilosis. The checkerboard assay demonstrated synergistic activity between
trans-anethole and fluconazole. The fractional inhibitory concentration index (FICI)
was 0.5 for Candida glabrata and 0.375 for Candida parapsilosis. However, the
mechanism of action assay could not pinpoint the exact pathway used by trans-
anethole to produce the observed effect. Molecular docking studies revealed an
interaction between the active site of Pdr5 and trans-anethole, with predominant
hydrophobic interactions and the oxygen of the methoxy group of trans-anethole
interacting with Tyr356 of the protein's active site. Taken together, the findings of this
study highlight the antifungal potential of trans-anethole as a standalone antifungal
agent and, particularly, in combination with fluconazole, showing promising activity
that may aid in the practical application of combined therapies aimed at overcoming
antifungal resistance.

Keywords: Antifungal resistance. Candidiasis. Candida non-albicans. Mycology.
Synergism
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1 INTRODUCAO

Historicamente, as infec¢des fungicas eram consideradas relativamente raras
como causa de doencas clinicamente relevantes, em comparacdo com outros
patdgenos, como bactérias e virus. Esta tendéncia mudou na segunda metade do
século XX, a medida que o numero de pacientes imunocomprometidos suscetiveis a
infeccBes fungicas oportunistas aumentou, na sequéncia dos avangos no tratamento
médico e da epidemia de HIV/AIDS (Casadevall, 2018).

Os fungos anteriormente considerados como causas raras de infecgao,
emergiram como substanciais de doencas invasivas em hospedeiros com imunidade
prejudicada. O surgimento destas infeccbes fungicas oportunistas, causaram
aumento da morbidade e mortalidade, introduzindo notéaveis desafios diagndsticos e
terapéuticos nos cuidados de saude e resultou no aumento da atencao
epidemioldgica sobre doencas fungicas (Seagle, 2021).

Cerca de 1,5 milhdo de pessoas morrem de infec¢cdes fungicas invasivas
todos os anos em todo o mundo. Cerca de 80% das mortes causadas por sepse
fungica séo devidas a infec¢des fungicas oportunistas adquiridas em hospitais, mais
comumente causadas por espécies de Candida (Biswas, 2021).

As espécies de Candida sdo comensais e, portanto, fazem parte da flora
humana normal e estdo localizadas na pele e nos tratos gastrointestinal e genital.
No entanto, também pode causar varias infeccbes em pacientes suscetiveis,
incluindo pacientes idosos, hospitalizados ou imunossuprimidos. A infeccdo invasiva
por Candida € uma das infec¢Bes fungicas mais comuns em todo o mundo e sao
apontadas como uma das principais causas de infec¢cdes associadas a saude
(Bhattacharya et al., 2020).

Os sintomas de infeccéo da pele e das membranas mucosas sao geralmente
leves com tendéncia a ocorrer em dobras cutaneas, como axilas, virilha, sob as
mamas, ao redor do anus e nas dobras ungueais. Durante a patogénese a levedura
pode colonizar o tecido externo da epiderme, com formas filamentosas invadindo a
epiderme intacta e penetrando na derme (Lu et al., 2023). Ja a doenca invasiva €
geralmente consequéncia de uma colonizagdo aumentada ou anormal, juntamente
com um defeito local ou generalizado nas defesas do hospedeiro (Mccarty; Pappas,
2016).
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Devido a falta de testes rapidos para candidiase, a maioria dos casos ainda é
diagnosticada por culturas fangicas, que podem ter baixa sensibilidade e gerar
resultados falso-positivos. A terapia antifUngica empirica € frequentemente iniciada
em pacientes febris ou sépticos na UTI, mas isso pode levar ao uso desnecessario
de antifungicos e promover resisténcia. (Mccarty; White; Pappas, 2021,
Bhattacharya et al., 2020).

Além disso, as drogas utilizadas contra a candidiase incluem basicamente
trés classes de antifungicos: polienos, azéis e equinocandinas, cada uma delas
apresentando problemas que limitam seu uso clinico. Por exemplo, os polienos
podem causar nefrotoxicidade grave devido ao direccionamento néo seletivo do
colesterol da membrana dos mamiferos (Ben-Ami, 2021).

Ademais, um espectro antifungico limitado, a necessidade de administracao
intravenosa e os altos custos dos medicamentos tornaram-se desafios para 0 uso
clinico de equinocandinas. Os azéis tém apenas efeitos fungistaticos em espécies
de Candida, o que leva ao surgimento de isolados resistentes aos azois. Assim, a
identificacdo de novos alvos para o desenvolvimento de novos agentes antifingicos
€ urgentemente necessaria para o tratamento da candidiase (Robbins et al., 2017).

E importante destacar que a busca por esses agentes € particularmente
importante, pois em comparacdo com o desenvolvimento de novos medicamentos
antibacterianos, o desenvolvimento de medicamentos antifingicos € mais
desafiador porque os fungos séo eucariotos e muitos alvos potenciais para terapia
também sdo encontrados em humanos, com risco substancial de toxicidade no
hospedeiro (Campoy; Adrio, 2017).

Deste modo, a natureza é um recurso quimicamente diverso com imenso
potencial para produzir moléculas biologicamente ativas. Os esforcos atuais para
identificar novas classes de antifingicos visam revelar estruturas quimicas sem
precedentes e novos modos de agdo com pouca ou nenhuma sobreposicédo entre
alvos eucaridticos fungicos e humanos (Heard; Wu; Winter, 2021).

As plantas, por exemplo, sdo fonte de muitos compostos que apresentam
ampla atividade biolégica, incluindo acédo sobre diversas espécies de fungos
(Wozniak, 2022). O anis estrelado (lllicium verum) contém um grande numero de
constituintes quimicos, incluindo fenilpropanoides, lactonas sesquiterpénicas,
flavonoides, acidos fendlicos e outras substancias. Exibe uma atividade antifingica

de amplo espectro, inibe eficazmente a deterioracdo dos alimentos causada por
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Aspergillus e Fusarium e j4 teve seus efeitos antibacterianos e antioxidantes
reportados. H4 ainda uma escassez de estudos tedricos sobre a aplicacdo do anis
estrelado como agente antifUngico, uma vez que 0S componentes ativos e o
mecanismo inibitério ndo foram totalmente descobertos (Bao et al., 2023; Yu;
Zhang; Yang, 2021). Isto posto, o trans-anetol, componente majoritario do 6leo
essencial do anis estrelado, teve seu potencial antifingico e possiveis mecanismos

de acdo investigados pelo presente trabalho.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Candidiase

Candidiase € um termo amplo que se refere a infec¢cbes cutaneas, mucosas e
de 6rgédos profundos, causadas por fungos do género Candida, que podem ocorrer
em qualquer idade e geralmente em um contexto onde os fatores de risco de
infeccdo sao facilmente identificaveis (Pappas, 2018).

A candidiase € a micose emergente que apresenta maior repercussao devido
a sua frequéncia e a gravidade de suas complicacdes. A candidiase superficial é
uma das formas clinicas mais comuns. E caracteristicamente cronica e recorrente e,
por vezes, indica o inicio de formas graves desta micose. (Lopez; Martinez, 2010).

Nas micoses superficiais, as espécies fangicas causais invadem
especificamente o tecido tegumentar e parasitam a camada cérnea da pele e outras
estruturas ricas em queratina, nomeadamente cabelos e unhas. Seus efeitos
resultam em coceira intensa e lesdes incapacitantes no corpo, incluindo as partes
intimas, levando ao constrangimento social, além de afetar a qualidade de vida dos
individuos (Sharma; Nonzom, 2021).

A candidiase superficial é classificada como: cutanea, mucosa (oral,
vulvovaginal ou balanoprepucial), paroniquia e oniquia ou mucocutanea e
granulomatosa crénica (LO6pez; Martinez, 2010). Candida spp. também sé&o
responsaveis por infec¢des fungicas invasivas, frequentemente encontradas entre
pacientes hospitalizados (Mccarty, 2021). A figura 1 mostra uma representacao das
classificacdes das candidiases.

A candidiase invasiva abrange um espectro de condi¢cfes clinicas, das quais
a mais frequente € a candidemia, que € relatada como uma das causas mais
frequente de infecgbes da corrente sanguinea nos EUA e na Europa, estando
associada a altas taxas brutas de mortalidade, internagdes hospitalares prolongadas
e altos custos de saude (Gonzalez-Lara; Ostrosky-Zeichner, 2020). A candidiase
profunda ou ClI é uma entidade clinica mais dificil de diagnosticar, pois esta
associada a varias sindromes que envolvem orgaos como figado, baco, coracao,
olhos, peritbnio , rim, o0ssos, meninges e pulmdes, com ou sem candidemia

concomitante (Antinori et al., 2016).
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Figura 1- Classificacdo das candidiases
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Fonte: Santos, 2024

2.1.1 Agente etioldgico

As espécies de Candida estdo envolvidas na principal infeccdo fungica
oportunista do mundo, a candidiase, e entre as espécies do género, Candida
albicans continua a ser a mais comum (Arya; Rafiq, 2023).

C. albicans € um fungo polimoérfico que pode fazer a transicdo de uma fase de
levedura para uma fase hifal e € comumente encontrado como comensal no corpo
humano, colonizando assintomaticamente os tratos gastrointestinal, respiratorio e
reprodutivo, bem como a pele de aproximadamente 30-80 % de pessoas saudaveis
(Strickland; Shi, 2021).

Embora uma propor¢cdo consideravel de infecgbes por C. albicans surja de
dispositivos médicos permanentes, estudos identificaram a populacédo intestinal de
C. albicans como a principal fonte de infeccdo enddgena, especialmente apds
imunossupressdo. Esses organismos podem causar infecgBes letais na corrente
sanguinea (candidemia) e levar a doengas invasivas quando conseguem atravessar
o epitélio intestinal (Allert et al., 2018).

Nas ultimas décadas, tem sido observado um aumento consideravel na
incidéncia de infecgcbes fangicas profundas, ndo apenas em pacientes
imunocomprometidos, mas também relacionadas a infecgbes nosocomiais, e
mesmo em populagdo saudavel. Assim, com o aumento da incidéncia de infecgbes
fungicas profundas, a ideia primitiva de que estavam relacionadas a um numero

restrito de fungos patogénicos e a uma area geografica especifica foi
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completamente alterada. Além disso, com o rapido aumento na incidéncia de
candidiase, outras espécies e microrganismos de Candida, além de C. albicans, tém
estado envolvidos em tais infec¢des (Martins et al., 2014; Arya; Rafiq, 2023).

O numero de relatos de infeccbes causadas por espécies de Candida néo-
albicans (NAC) € crescente. Os principais problemas destas espécies é a alta
incidéncia de infeccbes em adultos associada a elevada mortalidade, decorrente do
aumento de micro-organismos que apresentam resisténcia aos antifangicos (Rocha
et al., 2021).

O aparente aumento do envolvimento das espécies NAC na candidiase
humana pode estar parcialmente relacionado com melhorias nos métodos
diagndsticos, como o uso de meios cromogénicos com capacidade de diferenciar
espécies de Candida, bem como a introducdo de técnicas moleculares no
diagndéstico de rotina da fungemia e, mais recentemente, o uso da espectrometria de
massa de tempo de voo de dessorcdo/ionizacdo a laser assistida por matriz
(MALDI-TOF MS) (Liguori et al., 2009; Silva et al., 2012; Kumar et al., 2022).

No entanto, a elevada prevaléncia de espécies NAC em doencas também
pode ser um reflexo do seu nivel inerentemente mais elevado de resisténcia a
certos medicamentos antifingicos em comparacdo com C. albicans, pois isso
promoveria a sua persisténcia, possivelmente até em detrimento de C. albicans, nas
infeccbes de espécies mistas tratadas com antifingicos tradicionais (Silva et al.,
2012; Jabeen et al., 2019).

Nos paises ocidentais, C. albicans, Candida glabrata (nomenclatura
atualizada: Nakaseomyces glabrataa), Candida tropicalis, Candida parapsilosis e
Candida krusei (nomenclatura atualizada: Pichia kudriavzevii) foram relatadas como
agente causador da candidiase. Infelizmente, em comparacdo com C. albicans,
existem relativamente poucos estudos que examinam 0s impactos destas espécies
NAC (Jabeen et al., 2019; Borman; Johnson, 2021).

2.1.1.1 Candida glabrata (Nakaseomyces glabrata) e Candida parapsilosis

De todas as espécies de NAC, as infeccbes causadas por C. glabrata
dominam a lista de NACs resistentes a medicamentos. C. glabrata é responsavel
por 15-25% dos casos de candidiase invasiva, com 40 a 60% de mortalidade e/ou

morbidade. Nos EUA e no noroeste da Europa, C. glabrata é responsavel pelo
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segundo maior niumero de infec¢des da corrente sanguinea (BSIs) em pacientes de
UTI. Além disso, em mulheres com candidiase vulvovaginal, a prevaléncia de C.
glabrata é excepcionalmente alta, com quase 40% de chance de recorréncia
(Galocha et al., 2019; Hassan; Chew; Than, 2021; Gupta et al., 2022).

No que diz respeito a bioquimica das espécies de Candida, C. glabrata
fermenta e assimila apenas glicose e trealose, o que contrasta com C. albicans, que
assimila varios acucares com a notavel excecdo da sacarose. Geneticamente, ela
possui um genoma hapldide, em contraste com o genoma dipléide de C. albicans e
vérias outras espécies NAC (Kumar et al., 2022).

Neste sentido, a C. parapsilosis também tem se destacado como um
importante agente causador de infeccGes por Candida. Das espécies NAC
comumente isoladas, C. parapsilosis é frequentemente a segunda ou terceira mais
prevalente, dependendo do grupo de pacientes, bem como das regifes geogréficas
(Téth et al., 2019).

Também pode ser denominada de um complexo de C. parapsilosis, pois pode
ser dividida em trés espécies irmas: C. parapsilosis, Candida orthopsilosis e
Candida metapsilosis, e causa uma ampla gama de apresentagdes clinicas, desde
colonizacdo até infecgdes superficiais e disseminadas, com alta prevaléncia em
bebés prematuros e potencial para causar surtos em ambientes hospitalares
(Govrins; Lass-Florl, 2024).

O complexo C. parapsilosis € incapaz de fermentar a maltose; geralmente se
apresenta como células de levedura redondas ou alongadas com formacao de
pseudo-hifas (Figura 2). Geneticamente, apresenta um genoma dipléide semelhante
a maior parte das espécies do género (Gomez-Molero et al., 2020; Téth et al.,
2019).

Embora se saiba que a C. parapsilosis infecta neonatos e criancas, as
infeccbes também aumentaram nas populacdes adultas e tornaram-se
particularmente preocupantes nos ultimos anos devido a um forte aumento na
resisténcia aos azois e a numerosos surtos de C. parapsilosis nosocomiais

resistentes ao fluconazol (Diaz-Garcia et al., 2022).
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Figura 2 - Aspectos macro e mlcroscoplcos de Candida glabrata eC. parapS|I05|s

A.macro e mlscroscopla de Candlda glabrata em meio Sabouraud,; aumento Optico de 400
X. B.macro e microscopia de Candida parapsilosis em meio Sabouraud; aumento 6ptico de
400x.

Fonte: Santos, 2024

2.2 Tratamento e manejo clinico das candidiases

Os agentes antifungicos estabelecidos para o tratamento da candidiase
pertencem a quatro classes de medicamentos: azois, polienos, equinocandinas e
analogos da pirimidina (flucitosina). Azois e polienos atuam ao nivel da membrana
fungica, as equinocandinas na parede celular do fungo e a flucitosina prejudica a
sintese de acidos nucleicos (Tortorano et al.,, 2021). A selecdo do tratamento
antifangico € baseada em multiplos fatores, incluindo o estado imunoldgico do
hospedeiro, a extensdo da infeccdo, a tolerdncia prévia ao medicamento e a
resisténcia antifiingica (Ordaya; Clement; Vergidis, 2023).

O tratamento da candidiase é restrito pelo arsenal terapéutico limitado, alto
custo e estreito espectro de a¢do dos antifungicos. Outro obstaculo sdo os perfis de
toxicidade de certas terapéuticas disponiveis devido a semelhanga entre células
fungicas eucaridticas e humanas, manifestando-se como nefrotoxicidade e
hepatotoxicidade (Scorzoni et al., 2021). A tabela 1 destaca alguns aspectos das
principais classes de antifingicos usados atualmente.

Alguns regimes medicamentosos requerem hospitalizacdo para monitorar
esses efeitos toxicos e podem exigir mediacdo por meio de dosagens ajustadas, uso
limitado ou, eventualmente, descontinuacéo da terapia. O tratamento eficaz também
é dificultado pela emergéncia global de resisténcia e pela variagdo de espécies
clinicamente significativas, com diferentes padrdes de epidemiologia e
suscetibilidade. A resisténcia desenvolvida coloca tensdo num arsenal de drogas ja

limitado e falhas medicamentosas também podem ocorrer quando os medicamentos
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para doencas primarias antagonizam o0s agentes antifingicos administrados.
(Tverdek; Kofteridis; Kontoyiannis, 2016; Scorzoni et al., 2021).

Tabela 1 - Principais classes de antifungicos usados no tratamento das candidiases

Via

Agente e via

Indicacgéo

Classe o de o Desvantagens Referéncias
mecanistica administracéo clinica
Miconazol: Candidiase
Topico cuténea,; Mohamed,
Supositério vulvovaginal Lu,
Bucal Mounmin,
2019
Clotrimazol: Candidiase Limitados ao uso
Tépico cutanea; mucocutaneo
Oral orofaringea Sawant,
Khan, 2017
Cetoconazol: Candidiase
Topico cutanea
Oral
Bloqueio da
sintese de Candidiase
Azélicos colesterol; Fluconazol: orofaringea;
inibe a 14a- Oral vulvovaginal;
lanosterol Intravenoso cadidemia Scorzoni et
desmetilase al., 2021
Candidiase Hepatotoxicidade;
ltraconazol: orofaringea; efeitos Tortorani et
Oral Candidiase gastrointestinais  al., 2021
Intravenoso refratéaria ao
fluconazol
Pappas et
. Candidiase al., 2016
Voriconazol: orofaringea;
Intravenoso Invasiva:
Oral candidemia
Nistatina: Candidiase Sousa et al.,
Afinidade pelo Cutanea cutéanea,; Limitado ao uso 2023
ergosterol; Vaginal orofaringea; mucocutaneo
Poliénicos compromete Tépico vulvovaginal Pappas et
a integridade Oral al., 2016
da membrana Steimbach
e K+ efluxo o o etal., 2017;
Anfotericina B: candidemia Nefrotoxicidade Pappas et
Intravenoso al., 2016
Inibicdo da Candidiase
(1,3) B-D invasiva,; Mccarty,
glucano Caspofungina: candidemia; White,
sintase; Intravenoso infec¢bes por Custo elevado; Pappas,
compromete biofilme de limitado ao uso 2021
Equinocandinas a parede Micafungina: Candida intravenoso
celular do Intravenoso relacionadas
fungo a cateteres;
Anidulafungina: infeces de Pappas et
Intravenoso candidas al., 2016
azoles-
resistentes
Inibe a 5-fluorocitosina Em
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transcricdo, a (5-FC): combinacdo  Hepatotoxicidade;  LiverTox,
replicacdo do intravenoso com AmB - nefrotoxicidade; 2018;
Flucitosina DNAea candidiase efeitos Padda,
sintese de invasiva e gastrointestinais  Pamar, 2023
proteinas ocular

Fonte: Santos, 2024

2.2.1 Azbis

Os azois consistem em duas subclasses baseadas no numero de atomos de
nitrogénio no anel: os imidazois, que contém dois atomos de nitrogénio, e 0s
triazois, formados por trés atomos de nitrogénio (Lee; Lee, 2018). A figura 3 retrata
os detalhes estruturais de alguns importantes azéis disponiveis.

Os membros da classe azdlica inibem a 14a-lanosterol demetilase, uma das
enzimas responsaveis pela biossintese do ergosterol. O ergosterol é o principal
componente da membrana citoplasmatica do fungo e os azois induzem um efeito
fungistatico pela deplecdo do ergosterol e acimulo de esteréis 14-metilados toxicos
(Ahmadi et al., 2022).

Devido a sua atividade antifangica potente e de amplo espectro, a classe dos
antifangicos azolicos € uma das recomendacgfes de primeira linha mais amplamente
aplicadas para a profilaxia e tratamento de muitas infec¢bes flngicas invasivas.
Derivados de imidazol mais antigos, como clotrimazol, miconazol e cetoconazol, séo
usados principalmente para tratar micoses superficiais. Em resposta, antifingicos
triazolicos, incluindo itraconazol, fluconazol, voriconazol, posaconazol e
isavuconazol, foram desenvolvidos para atender a necessidade de aplicacfes
sistémicas (Beck, Odermatt, 2021).
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Figura 3 - Estrutura quimica dos derivados azélicos
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Principais classes de derivados azdlicos; A. derivados triazdlicos; B. derivados imidazoélicos
Fonte: Santos, 2024

No entanto, o uso de derivados azdlicos ndo pode ocorrer de forma
indiscriminada. Ha evidéncias claras de que a exposi¢ao aos azois através de doses
subclinicas ou por tempo prolongado promove resisténcia aos azois. Em relatério
histérico, em 2013, os Centros de Controles e Prevencdo de Doencas (CDC)
listaram espécies de Candida resistentes ao fluconazol entre os patégenos que
representam séria ameaca a saude humana (Paiva; Pereira, 2023).

Além disso, os efeitos adversos comuns aos azlis como classe incluem:
prolongamento do intervalo QTc e elevacdes das enzimas
hepaticas/hepatotoxicidade. Outros sintomas incluem alopécia, neuropatia periférica

e efeitos gastrointestinais (Benitez; Carver, 2019; Jonhson, 2021).

2.2.2 Polienos

Os polienos exercem sua atividade antifungica interagindo com esterois na
membrana celular do fungo, criando canais ndo aquosos e aquosos que levam ao
vazamento de conteudo celular, como o potassio, através desses poros. Isso leva a

perda do potencial da membrana e subsequente colapso celular (Jonhson, 2021).
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A nistatina é o medicamento antifingico poli€énico mais antigo e apresenta um
espectro antifangico bastante amplo, tornando-o um candidato competente para o
tratamento de diversas infec¢cbes fangicas. Porém, devido a sua toxicidade
sistémica e baixa permeabilidade intestinal, seu uso terapéutico € restrito a
infecgbes fungicas cutdneas e mucocutédneas (vaginais e orais) causadas por
Candida (Sousa et al., 2023).

A anfotericina B (AmB) foi o primeiro antifngico aprovado para uso clinico
em infeccdes fungicas sistémicas e continua sendo o Unico polieno disponivel
atualmente para esse uso. Nas Ultimas duas décadas, assistimos a evolugdo
continua dos antifungicos triazois e equinocandina, mais bem tolerados, de tal forma
gue a anfotericina B, ja ndo € considerada uma escolha primaria para certas
infeccbes fungicas, incluindo a candidiase invasiva (Logan; Wolfe; Williamson,
2022).

A formulacao inicial foi o desoxicolato de anfotericina B (DAmMB) e teve seu
uso limitado pelo efeito nefrotoxico e reacfes relacionadas a infusdo. Novas
formulacbes menos téxicas, a base de lipidios, foram desenvolvidas, incluindo
lipossomas, complexos lipidicos e disperséo coloidal (Steimbach et al., 2017).

O complexo lipidico AmB (ABLC, a maior das preparacfes lipidicas) esta
disponivel no mercado em alguns paises, enquanto a producdo da disperséo
coloidal AmB, um complexo de sulfato de colesteril de AmB, foi interrompida. A
anfotericina B lipossomal (AmBisome®; LAMB) tem sido a formulacao lipidica mais
utilizada ha quase 30 anos; é usado para tratar uma ampla gama de infeccfes
fungicas devido a sua atividade antifingica, tolerabilidade e eficacia (Goméz-Lopéz,
2020).

2.2.3 Equinocandinas

As equinocandinas tém como alvo a 1,3-B-d-glucana sintase, causando uma
diminuicdo na sintese de 1,3-B-d-glucana, um componente essencial da parede
celular do fungo. Em relacdo a sua estrutura quimica, sdo lipopeptideos ciclicos
semissintéticos, com boa solubilidade em agua e formulagcdes intravenosas
(Szymanski et al., 2022).
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As trés equinocandinas, caspofungina, micafungina e anidulafungina, foram
os primeiros antifingicos da classe desenvolvidos para atingir seletivamente a
parede celular do fungo. Como as células dos mamiferos ndo possuem parede
celular, as equinocandinas ndo atuam diretamente nas células humanas. Essa
especificidade do alvo levou a reducdo de casos de efeitos colaterais e eventos
adversos em comparagcdo com a terapia com outros agentes antifingicos basicos,
como a anfotericina B e a classe azolica de medicamentos antifangicos (Patil;
Majumdar, 2017).

Esses agentes estdo disponiveis apenas como preparacdes parenterais.
Apesar dessa limitacdo, a excelente eficacia documentada, poucas interacdes
medicamentosas, excelente tolerancia do paciente e preocupacbes com a
resisténcia ao fluconazol levaram os médicos a favorecer as equinocandinas como
terapia inicial para a maioria dos pacientes adultos com candidemia (Mccarty; White;
Pappas, 2021).

Eles geralmente retém atividade contra a maioria das espécies de Candida
resistentes aos azois. Contudo, a resisténcia as equinocandinas tem aumentado na
Ultima década, especialmente entre isolados de C. glabrata (Logan; Wolfe;
Williamson, 2022).

A manifestacdo de resisténcia as equinocandinas vem sendo analisada
extensivamente e foi atribuida as mutacdes na enzima glucano sintase. Na ultima
década, os casos de emergéncia clinica de resisténcia a equinocandina tém
aumentado constantemente para numerosas espécies de Candida. Com os
mecanismos basicos deste fendmeno ja conhecidos, o trabalho de sintese de novos
representantes mais eficazes de equinocandinas ja sdo considerados (Patil;

Majumdar, 2017; Szymanski et al., 2022).

2.2.4 Fluocitosina pirimidina

A flucitosina (5-FC) age ao entrar em contato com o fungo e ser absorvida
pela enzima citosina permease. Dentro da célula fungica, é convertida em sua forma
ativa, 5-fluorouracil (5-FU), pela enzima citosina desaminase. O 5-FU interfere na
sintese de RNA ao competir com o uracil, prejudicando a producdo de proteinas
(Sigera; Denning, 2023).
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Além disso, inibe a sintese de DNA ao se converter em acido fluoro-
desoxiuridilico e inibir a timidilato sintase, causando danos ao DNA das células
fungicas. A auséncia da enzima citosina desaminase em células de mamiferos
explica sua inatividade em células humanas (Padda; Pamar, 2023).

Devido aos seus efeitos adversos e altas taxas de desenvolvimento de
resisténcia, sua atividade e uso na pratica clinica tém sido limitados. E
especialmente recomendado em combinacdo com AmB para o tratamento da
criptococose meningea (Quiles-Melero; Garcia-Rodriguez, 2021).

A toxicidade da flucitosina pode se manifestar com hepatite, insuficiéncia
renal e sintomas gastrointestinais, como diarréia, nausea e vomito. E recomendado
exames de rotina para monitorar se a flucitosina esta na faixa ideal e se o paciente
nao apresenta nenhuma toxicidade e dano ao figado, rins ou medula éssea
(LiverTox: Clinical and Research Information on Drug-Induced Liver Injury, 2018;
Padda; Pamar, 2023).

2.3 Pesquisas por novos compostos para o tratamento das candidiases

Apesar da necessidade de mais op¢des de medicamentos antifungicos,
nenhuma nova classe de medicamentos antifingicos se tornou disponivel nas
tltimas duas décadas, e apenas um unico novo agente, o isavuconazol, de uma
classe antifungica conhecida (os azéis), foi aprovado na ultima década (Hoenigl et
al., 2021).

As combinacdes de medicamentos também sdo uma estratégia importante
para o tratamento de muitas doencas e tém recebido muita atencdo nos ultimos
anos devido ao desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos antimicrobianos.
As combinacbes de medicamentos podem produzir os efeitos sinérgicos,
especialmente importantes para os pesquisadores (Zhu et al., 2023).

Ha uma variedade de abordagens para a descoberta de drogas antifungicas,
incluindo o ensaio baseado em crescimento, onde a densidade Optica como uma
indicacdo de crescimento celular é utilizada. Normalmente, protocolos do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) e do Comité Europeu de Testes de

Suscetibilidade Antimicrobiana (EUCAST) séo utilizados para determinar a
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suscetibilidade in vitro contra uma variedade de patdgenos fungicos (Fernandes et
al., 2021).

A descoberta de medicamentos antifingicos é um desafio, pois os patégenos
fungicos usam a mesma maquinaria eucariética que os humanos, reduzindo assim o
namero de alvos especificos de patdgenos. Portanto, € essencial identificar
mecanismos bioquimicos exclusivos para os fungos como alvos de descoberta de
drogas, a fim de desenvolver a(s) proxima(s) geracao(s) de terapias antifungicas
(Pianalto, Alspaugh, 2016).

Neste sentido, uma outra abordagem que vem ganhando for¢a na descoberta
de agentes com propriedades biolégicas sdo os métodos in silico. Eles permitem
obter informacdes antes da realizacdo dos testes biologicos, podendo reduzir os
tempos e custos de analise, considerando o elevado numero de varidveis que
podem influenciar a atividade biol6gica de um composto individualmente ou em
misturas (Rampone et al., 2021).

Um antifangico idealmente deve ter propriedades como: toxicidades ou
efeitos colaterais minimos; ser direcionado a um alvo fungico especifico e evitar
interferéncia com alvos do hospedeiro; efeitos preferencialmente fungicidas; um
amplo espectro de atividade contra fungos (Mazu et al., 2016; Fernandes et al.,
2021).

2.3.1 Produtos naturais

A busca de compostos naturais ou sintéticos como drogas antifingicas tem
seu proprio conjunto de vantagens. Uma caracteristica Unica dos produtos naturais
€ a sua alta diversidade estrutural, acessando areas do espa¢o quimico que séo de
dificil acesso através de compostos puramente sintéticos. Os produtos naturais
também sdo bem validados por possuirem atividade biolégica, com muitos
exemplos aprovados como agentes terapéuticos na sua forma nativa ou como
derivados semissintéticos (Aldholmi et al., 2019).

Neste contexto, as plantas sao fonte de muitos compostos que apresentam
ampla atividade bioldgica, incluindo acdo sobre diversas espécies de fungos. Um

importante grupo de constituintes vegetais inclui metabolitos secundarios, que
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podem ser divididos em quatro classes: compostos fendlicos, alcaldides,
terpendides e compostos contendo enxofre (Wdzniak, 2022).

Admite-se também que compostos de plantas poderiam exibir mecanismo de
acao diferente daqueles dos azois e outros medicamentos antifUngicos hoje
disponiveis. Outro ponto € que as combinacdes de agentes ativos podem revelar-se
mais Uteis como agentes quimioterapéuticos do que 0s compostos utilizados
isoladamente. Portanto, algumas substancias naturais sao investigadas quanto ao
sinergismo com azoéis, polienos ou equinocandinas hoje usadas no tratamento de

infeccbes por Candida (Zida et al., 2017).

2.3.1.1 Trans-anetol

O trans-anetol (TA) é um fenilpropandide (Figura 4), principal constituinte
volatil do fruto lllicium verum, conhecido popularmente como anis estrelado e
utiizado como agente aromatizante nas industrias alimenticia, cosmética, de
perfumes e farmacéutica. Varios estudos realizados durante os ultimos anos
revelaram que o anetol exerce multiplos efeitos benéficos, incluindo efeitos anti-
inflamatorios, anticarcinogénicos, guimiopreventivos, antidiabéticos,

imunomoduladores, neuroprotetores e antitromboticos (Tsukuda et al., 2022).

Figura 4 - Estrutura quimica do trans-anetol

\ nomenclaturas:

4-Propenilanisol;

~No

trans-anetol trans-1-metoxi-4-(1-propenil)benzeno

Fonte: Santos, 2024

Em camundongos, ratos e humanos, o trans -anetol administrado oralmente
sdo rapidamente absorvidos pelo trato gastrointestinal e completamente
metabolizados principalmente no figado para produzir metabdlitos acidos polares,
gue sao conjugados e eliminados principalmente na urina (Newberne et al., 1999).

Em relacédo a toxicidade aguda, os valores de DL so oral para o trans -anetol
estdo na faixa de 1820 a 5000 mg/kg de peso corporal. Além disso, nenhuma

hepatotoxicidade significativa foi observada em ratos machos ou fémeas em niveis
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de dose de até 300 mg de trans- anetol/kg de peso corporal/dia por 90 dias. Os
dados disponiveis também demonstram que o anetol ndo apresenta mutagenicidade
e genotoxicidade (Newberne et al., 1999; Taylor et al., 1964).

Foi observada uma hepatotoxicidade consideravel apenas quando ratas
foram submetidas a altos niveis de TA, em uma ingestdo dietética cronica de 550
mg de trans -anetol/kg de peso corporal/dia (819-847 dias) (Truhaut et al., 1989).

Dessa forma, o lllicium verum foi classificado pelo Ministério da Saude da
Republica Popular da China (2002) como um dos itens que podem ser considerados
tanto "alimento quanto remédio". Essa classificacdo indica que ele apresenta baixa
toxicidade para os seres humanos (WEI, 2014).

Os efeitos antifungicos do TA foram analisados frente a Aspergillus flavus,
Magnaporthe oryzae, Saccharomyces cerevisiae. A atividade antibacteriana também
vem sendo reportada. Os constituintes volateis sao geralmente produtos quimicos
lipofilicos com baixos pesos moleculares e suas propriedades antimicrobianas tém
aumentado o interesse no desenvolvimento de féormulas com atividade fungicida (Lei
et al., 2023; Bao et al., 2023).

No entanto, 0os mecanismos antimicrobianos do TA raramente foram
relatados, o que restringe nossa compreensao de sua acdo sobre os micro-
organismos. Além disso, a andlise do TA como componente isolado também nao foi
aprofundada. A tabela 2 detalha as principais publicacbes envolvendo o TA como

um componente majoritario e/ou isoladamente.

Tabela 2 - Levantamento das publicacées envolvendo a atividade antimicrobiana do
trans-anetol (TA)

Componente

LA Isolado Artigo Descricao Referéncias
majoritario
Antifungal effects of trans- Atividade
X anethole, the main constituent of ~ consideravel contra  Lei et al., 2023
Illicium verum fruit volatiles, on Aspergillus flavus em
Aspergillus flavus in stored whea gréos de trigo
Inhibitory Effect of Eugenol
and trans-Anethole Alone and in  Atividade antifingica
X Combination em sinergismo como  Dgbrowska M
with Antifungal Medicines on Eugenol contra etal., 2021
Candida albicans Clinical Candida spp.
Isolates
Atividade antifangica
Explorando a quimica e a do lllicium verum
X atividade antifungica de 6leos (90% TA) contra
essenciais: Uma proposta de fungos em extrato de  Almeida et al.,
projeto para a Educacgédo Basica tomate 2015

Chemical composition of

Atividade antifiingica
do 6leo essencial de
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essential oils from the apiaceae =~ Anethum graveolens Vieira et al.,
family, cytotoxicity, and their (79% TA); eficaz 2019
antifungal activity in vitro against ~ contra Candida spp
candida species from oral cavity da cavidade oral.
O ¢6leo essencial de
The effect of fennel essential oil erva doce (77,9%
and trans-anethole on TA) e do TA isolado Kwiatkowski,
antibacterial activity of mupirocin com mupirocina Pawet et al.,
against Staphylococcus aureus  aumentou a atividade 2019
isolated from asymptomatic antibacteriana deste
carriers ultimo.
Atividade
Chemical composition, antibacteriana e
antioxidant and antimicrobial antioxidante do 6leo Outemsaa,
activities of the essential oil of essencial de lllicium Brahim et al.,
lllicium verum verum (86,43% TA). 2021
Atividade contra
cepas gram- e gram+
Antifungal Activity of the Atividade do éleo
Essential Oil of lllicium verum essencial e do TA
Fruit and Its Main Component isolado contra fungos Huang et al.,
trans-Anethole fitopatogénicos 2010
Atividade antifingica
consideravel do 6leo
essencial do fruto de
Antifungal activity of fluid extract  anis contra Candida
and essential oil from anise fruits albicans, C. Kosalec et al.,
(Pimpinella anisum L., Apiaceae) parapsilosis, C. 2008
tropicalis, C.
pseudotropicalis and
C. krusei
Atividade do dleo
essencial de erva
Antimicrobial and antioxidant doce (82% TA) Naaz et al.,
activities of fennel oil contra bactérias gram 2022

—e gram +

Fonte: Santos, 2024

Deste modo, este trabalho se concentrou na analise da atividade antifungica
do TA frente a cepas de Candida glabrata e Candida parapsilosis e ainda, nos

possiveis mecanismos pelo qual esta atividade se manifesta.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o potencial antifingico do trans-anetol sobre cepas de Candida

glabrata e Candida parapsilosis.

3.2 Objetivos especificos

» Determinar as concentracdes inibitérias minimas e fungicidas minimas (CIM e
CFM) do trans-anetol frente a cepas de Candida glabrata e Candida

parapsilosis;

= Estabelecer os tipos de interacdes do trans-anetol em associagdo com

fluconazol frente as cepas estudadas;

= Investigar as interagdes entre o trans-anetol e a parede celular das leveduras;

= Avaliar as intera¢des do trans-anetol e da membrana celular fangica;

= Estudar as interagbes moleculares do trans-anetol com a enzima Pdr5 por

meio do docking molecular.
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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 Antifangica 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 Fluxograma dos ensaios

Os ensaios foram conduzidos a partir de uma sequéncia coordenada de
etapas, compreendendo testes in vitro e in silico (figura 5). Este processo possibilita
a otimizacdo de tempo, reagentes e insumos, além da obtencdo de resultados
relativamente rapidos, robustos e em acordo com as metodologias propostas nos

mais variados centros de pesquisa.

Figura 5 - Fluxo dos testes realizados para avaliacdo do potencial antifiingico do TA

Teste
Trans-anetol o n
l vitro
T‘?Ste Doking
ik molecular
stlico
e Atividade Mecanismo de
Associacao iflinei 5
. antifiingica 5 acao
« TA + fluconazol = CIM * Ergosterol
= CFM = Sorbitol

Fonte: Santos, 2024

4.3 Preparo de materiais e micro-organismos
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4.3.1 Cepas fangicas

Para os ensaios de atividade antifungica foram selecionadas um total de 10
cepas. 5 cepas de Candida glabrata, sendo 4 linhagens clinicas (LM 13, LM16, LM
78 E LM 302) e 1 padrdo (ATCC® 90030). Das 5 cepas de Candida parapsilosis, 4
eram de linhagens clinicas (LM 33, LM 60, LM 65 e LM 197) e 1 padrédo (ATCC®
22019). Todas as cepas sao oriundas da colecdo do Laboratério de Pesquisas de
Atividade Antibacteriana e Antifungica de Produtos Naturais e/ou Sintéticos
Bioativos. As linhagens fangicas 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
(Bona, et al., 2014; Dunlap; Madigan; Martinko, 2010).

4.3.2 Meios de cultura

Foram utilizados os meios Agar Sabouraud Dextrose (ASD), para a
manutencao das cepas fungicas, e RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato,
para ensaios de atividade antifingica, adquiridos comercialmente da Difco
Laboratories Ltd (USA, France) e INLAB, Sao Paulo, Brasil, respectivamente.
Ambos os meios foram preparados de acordo com as instru¢cdes dos fabricantes,
sendo solubilizados com agua destilada e esterilizados em autoclave, a 121°C por

15 minutos.

4.3.3 Substancia

Foi utilizado como produto-teste o fenilpropandide trans-anetol [4-
Propenilanisol, trans-1-metoxi-4-(1-propenil)benzeno] (Figura 1) (pureza: = 98,5%)
adquirido comercialmente da Sigma-Aldrich® (Ponta Grossa, PR, Brasil). A solucéo
de trabalho foi preparada no momento de execucao dos ensaios, pesando o TA em
balanca analitica (SHIMADZU) e, em seguida, solubilizando-o em 150uL (3%) de
dimetilsulféxido (DMSO) adicionados de 50uL (1%) de tween 80. Logo apds, foi
completado com agua destilada esterilizada (g.s.p. 5mL) para obtencédo de uma
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emulsdo na concentragdo inicial de 1024ug/mL. Analogamente, o farmaco utilizado
como controle na execugdo das metodologias foi o fluconazol (FLU), adquirido
comercialmente da Sigma-Aldrich® (Sao Paulo-SP, Brasil) e preparado segundo as
especificacdes dos fabricantes e nas concentracdes adequadas para cada ensaio
(Bona et al., 2014).

4.3.4 In6culo

Os in6culos foram preparados a partir de culturas recentes de cada uma das
cepas de C. glabrata e C. parapsilosis selecionadas, previamente cultivadas em
tubos esterilizados contendo ASD, inclinados e incubadas a 35 + 2°C por 24-48h
para atingirem o crescimento satisfatorio. No preparo das suspensdes das linhagens
fungicas, as colbnias de preparo recentes foram diluidas em 5mL de solugéo salina
estéril (NaCl 0,85% p/v). Em seguida, essas suspensdes foram agitadas por 15s
com auxilio do aparelho vortex (Fanem), logo apds, a densidade do indculo foi
padronizada conforme a escala de McFarland 0,5 para a obtencdo de 10% UFC/mL
(CLSI, 2012; Hadacek; Greger, 2000).

4.4 Ensaios in vitro

4.4.1 Determinacéo da Concentracéao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo de atividade antifungica do trans-anetol foi realizada
conforme os protocolos da CLSI (2012) e Hadacek, Greger (2000) com poucas
modificagbes. A CIM do TA foi determinada utilizando a técnica de microdiluicdo em
caldo em placa para cultura de células (Kasvi, Kasvi Imp e Dist. Prod/Laboratoério
LTD, Curitiba, Brasil), contendo 96 pogos. Foram distribuidos 100 yL de caldo
RPMI-1640-L-glutamina duplamente concentrado nos orificios da placa.
Posteriormente, 100 yL da emulsédo contendo o TA foi dispensado somente nas
cavidades da primeira linha da placa de microdiluicdo. Em seguida, a substéncia

investigada foi diluida de forma seriada na razdo 1:2, obtendo-se assim,
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concentragbes de 1024 pg/mL a 4 pg/mL. Por fim, foi adicionado 10 pL das
suspensdes das cepas flingicas (1,5 x 10® UFC/mL) nas cavidades.

Da mesma forma, este procedimento foi realizado para o antifingico
fluconazol, avaliando a susceptibilidade das cepas ao antifingico padrdo. Foi
realizado também o controle de crescimento dos micro-organismos, colocando-se
nas cavidades da placa 100uL do RPMI-1640 duplamente concentrado, 100uL de
agua destilada estéril e 10uL do in6culo de cada linhagem. Além disso, 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 fungica.

O ensaio foi realizado em triplicata. As placas foram incubadas a 35 = 2 °C
por 24-48h. Decorrido o tempo delimitado, foi realizada a leitura para registro dos
dados. A CIM foi considerada como a menor concentracdo do agente antifingico,
responsavel por impedir o crescimento visivel do microrganismo, enquanto a CIMso
foi definida como a concentracdo responsavel por inibir o crescimento visivel de
50% dos micro-organismos, levando em consideracdo o total de cepas testadas
(Bona et al., 2014).

A substancia foi classificada de forte atividade quando a CIM foi de até 600
Mg/mL; moderada atividade quando a CIM variou entre 600 e 1500 pg/mL. acima de
1500 pg/mL foi denominada de fraca atividade ou inativa (Holetz et al., 2002;
Sartoratto et al., 2004).

4.4.2 Determinacéo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

Apos 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 100puL de RPMI-1640 em novas placas de 96 pogos. O sistema foi
entdo, assepticamente selado e incubado a 35 + 2°C por 24-48h. A CFM foi definida
como a menor concentragdo no qual ndo houve evidéncia de crescimento das
leveduras.

Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados expressos como a
meédia aritmética das CFMs obtidas nos trés ensaios. Analogamente, 0s mesmos
procedimentos foram realizados com o antifingico padrdo (NCUBE; AFOLAYAN;

OKOH, 2008). A atividade antifungica foi classificada por meio da razdo entre
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CFM/CIM, em que se considerou fungicida quando CFM/CIM <4 e fungistatica,
quando CFM/CIM 24 (Siddiqui et al., 2013).

4.4.3 Ensaio com sorbitol - A¢do do trans-anetol sobre a parede celular fungica

A determinacdo da CIM do TA na presenca de sorbitol, um protetor osmético
dos protoplastos fangicos, foi realizado por microdiluicdo em placas de 96 pocos. A
cada poco 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. Em seguida, 100uL da emulsdo do TA foram
dispensados aos poc¢os da primeira linha da placa. Usando diluicio em série na
razdo de dois, as concentracdes necessarias dos produtos foram obtidas em cada
poco com uma concentracdo final de sorbitol de 0,8mol/L. Por fim, foram
adicionados aos pocos da placa 10uL dos inéculo de uma cepa representativa de
C. glabrata e uma cepa de C. parapsilosis, em que cada coluna da placa refere-se a
uma cepa fungica especifica (Frost et al., 1995; Escalante et al., 2008;
Georgopapadakou, 2001).

O controle fungico foi realizado pela adicdo do meio de cultura com 200uL de
sorbitol 0,8mol/L e 10uL do in6culo de cada espécie em cada po¢o. Um controle de
esterilidade também foi realizado onde 200uL do meio de cultura foram inseridos em
um poc¢o sem indculo 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.

4.4.4 Ensaio com ergosterol - Acdo do trans-anetol sobre a membrana celular

fangica

De forma semelhante ao ensaio com sorbitol, foi realizada a determinacao da
CIM do TA frente as cepas selecionadas de C. glabrata e C. parapsilosis desta vez,
na presenca do ergosterol exdégeno, por microdiluicdo, conforme descrito
anteriormente no iten 4.4.1 para a determinacdo da CIM. Neste caso, foi utilizado o

meio de cultura RPMI-1640 previamente adicionado de 400ug/mL de ergosterol
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(Sigma-Aldrich®, S&o Paulo, Brasil). E o controle do crescimento dos
microrganismos foi realizado com 100uL do meio de cultura e o ergosterol em iguais
concentracbes e 10uL de cada inéculo fungico. As placas foram entao,
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 TA frente as
cepas de C. glabrata e C. parapsilosis na auséncia e na presenca de ergosterol

exoégeno (Escalante et al., 2008).

4.4.5 Ensaio de associacao/sinergismo — Checkerboard

O ensaio de associacdo foi realizado através da técnica de checkerboard,
utilizando placas de microdiluicdo, com 96 cavidades e fundo cénico (INLAB, Sao
Paulo-SP, Brasil). Inicialmente, a partir dos valores de CIM obtidos, foram
preparadas solucdes do farmaco A (TA) e farmaco B (FLU) em diferentes
concentracfes (8XCIM, 4XCIM; 2XCIM; CIM; CIM/2; CIM/4; CIM/8). Em seguida, foi
adicionado 100 pL de RPMI 1640, em todas as cavidades da placa. Posteriormente,
foram distribuidos 50 pL do farmaco A, nas diferentes concentracbes
horizontalmente, enquanto para que o farmaco B, teve 50 pL distribuido em
diferentes concentracbes no sentido vertical. Assim, todas as diferentes
concentracfes foram testadas e combinadas entre os farmacos. Por fim, adicionou-
se 20 yL do inéculo (Huang; Wang; Sun, 2019).

A afericdo do potencial antimicrobiano foi obtida através da associacdo entre

farmacos e foi determinado através da Concentracéo Inibitéria Fracionaria (CIF):

CIFa =_CIM do produto A combinado e CIFs = CIM do produto B combinado
CIM do produto A individualmente CIM do produto B individualmente

Posteriormente, calculou-se o indice da Concentragéo Inibitéria Fracionaria a
partir da seguinte equacao:

ICIF = CIFA + CIFB
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Assim, considerou-se associagdo sinérgica quando o ICIF for < 0.5;
associagao indiferente quando ICIF > 0.5 ou < 4.0 e associagdo antagdnica caso
ICIF > 4.0 (White et al., 1996; Tobudic et al., 2010).

4.5 Ensaios in silico

4.5.1 Docking molecular

O docking molecular € um método computacional virtual comumente usado
para prever o complexo de duas moléculas de ligagéo, incluindo macromoléculas
biolégicas ou moléculas pequenas, como ligantes enddgenos e farmacos. Além
disso, o docking de moléculas pode ser usado para determinar interacdes de
ligantes com proteinas alvo no desenvolvimento de farmacos baseados em sua
estrutura (Chun et al., 2023).

4.5.1.1 Modelagem por homologia da Pdr5 de C. glabrata

Devido a auséncia da estrutura cristalizada em 3D da Pdr5 de C. glabrata
(Nakaseomyces glabratus), foi empregada a modelagem molecular por homologia a
partir da sequéncia de aminoacidos consultada no NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/, acesso em 12 de agosto de 2024) e utilizando a
ferramenta SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/, acesso em 14 de
agosto de 2024) (Biasini et al., 2014), foi construido o modelo 3D da Pdr5 de C.
glabrata. Além disso, foi utilizado como base para a modelagem, a Pdr5 da levedura
Saccharomyces cerevisiae resolvida experimentalmente por EM e depositada no
RCSB (https://www.rcsb.org/, PDB ID: 7P05). ApGs a construcdo do modelo, este foi
sobreposto com a Pdr5 de S. cerevisiae utilizando o software PyMOL v.2.5.2 (The
PyMOL). O servidor SWISS-MODEL foi utilizado para calcular as pontuacdes
QMEAN (Qualitative Model Energy Analysis) e QMEANDisCo (QMEAN-Distance
Constraint) do modelo da proteina. A validacdo da conformagdo do modelo foi
realizada por meio do diagrama de Ramachandran, enquanto a analise dos angulos

de tor¢cao phi (®) e psi (W) foi conduzida com o auxilio do servidor online
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PROCHECK (https://saves.mbi.ucla.edu/, acesso em 14 de agosto de 2024) para
verificar a conformidade com o modelo previsto. Adicionalmente, o modelo passou
por uma verificacdo suplementar através do servidor online MolProbity
(http://molprobity.biochem.duke.edu/, acesso em 14 de agosto de 2024) para

confirmar sua validade (Sobolev et al., 2020).

4.5.1.2 Preparacao do ligante e da proteina Pdr5

Foram realizadas simulacdes de docking molecular rigido com as proteinas
Pdr5 de S. cerevisiae (PDB ID: 7P05) ligada ao ATP, ADP e rodamina bem como,
com o modelo resolvido por homologia cujas estruturas foram carregadas no
software PyMol v.2.5.2, para a remocao de moléculas de agua e outros artefatos. O
ligante trans-anetol foi obtido do PubChem NCBI (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/,
acesso em 12 de agosto de 2024) no formato de entrada ‘.sdf, e utilizando o
software Avogadro 1.2.0 (Hanwell et al.,, 2012) em pH 7.4 e o campo de forca
MMFF94, foi pré-otimizado gerando o arquivo de saida ‘mop’ (Halgren, 2002)
Entdo, a otimizacao foi concluida no software Mopac 2012 no nivel PM7, gerando o
arquivo de saida no formato ‘.pdb’ (MOPAC, 2016), e as cargas AM1-BCC foram
adicionadas usando o software UCSF Chimera 1.16, e o arquivo foi salvo no formato
‘.‘mol2’ (Pettersen, 2004).

Posteriormente, os arquivos das proteinas com formato de entrada ‘.pdb’
foram carregadas no software AutoDockTools versao 1.5.6 (ADT) (Scripps Research
Institute, San Diego, California) (Morris et al., 2009), para a adicdo dos hidrogénios
polares e cargas de Kollman, além da mesclagem de hidrogénios ndo polares e
salvas no formato de arquivo PDBQT. Em seguida, as simula¢des de docking foram
feitas com a identificacdo do sitio ativo da Pdr5 com o centro de grid: (168.691;
153.878; 144.092 A), dimensbes (40 x 40 x 40) e espacamento de 0.375 A.

Entdo o docking foi desenvolvido no AutoDock 4.2 suite (Morris et al., 2009),
com 100 operacgbes de algoritmo genético Lamarckiano e nos parametros padroes
do ADT. Com isso, foram gerados valores de Energia Livre de Ligacdo (AG) e
Constante Inibitéria (Ki) sendo selecionadas as conformac¢des com menor valor de
AG. Por fim, com o auxilio dos softwares PyMol 2.5.2 (The PyMOL) e Discovery
Studio (DS) Visualizer (2021) (Biovia, 2021), os resultados foram analisados,
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determinando as regifes de ligagdo do alvo com a molécula ligante, os tipos de
interacdes e os aminoacidos do sitio ativo que participam das ligacdes. A validagéo
da metodologia foi realizada através do re-docking molecular, que consiste em
refletir a posicdo e orientacdo do ligante encontrado na estrutura resolvida
experimentalmente (ATP) e selecionar a conformac&o do ligante com menor valor
de Root Mean Square Deviation (RMSD) das distancias entre os &tomos que dever
ser < 2.0 A (Bell, 2019).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracao inibitéria minima (CIM) foi testada e determinada para o trans-
anetol nas diferentes concentracdes sugeridas na metodologia, sendo considerada
como a menor concentracao capaz de inibir o crescimento das cepas visualmente.
Os resultados dos ensaios que avaliam a atividade antifangica do fitoconstituinte
contra cepas de Candida glabrata e Candida parapsilosis estdo descritos a seguir.

Observou-se que para C. glabrata as cepas ATCC 9003, LM 302, LM 78, LM
13 e LM 16 foram sensiveis ao trans-anetol. Neste caso, a concentragdo necesséria
para inibir 50% (CIMsp) dos microrganismos investigados foi de 256 pg/mL,

conforme mostrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Médias da CIM (ug/mL) do Trans-anetol e do fluconazol frente a cepas
de Candida glabrata.

Micro-organismos Trans-anetol Fluconazol Controle de
Candida glabrata CIM (ug/mL) CIM (ug/mL) cepas
ATCC 90030 512 32 +
LM 302 256 64 +
LM 78 128 64 +
LM 13 128 512 +
LM 16 1024 512 +

(+) crescimento das cepas

A concentracdo fungicida minima (CFM) permite compreender em qual
concentracdo determinada substancia se apresenta fungicida (Franconi; Lupetti,
2023). Em relacdo a CFM do TA nas cepas de C. glabrata, observou-se que os
valores para ATCC 90030 e LM 78 foram, respectivamente, 512 pg/mL e 128 ug/mL
e para as cepas LM 13 e LM 302 a CFM foi de 1024 pg/mL, como descrito na tabela
4.

O modo de acéo foi classificado por meio da razao entre CFM/CIM, em que
se considerou fungicida quando CFM/CIM < 4 e fungistatica, quando CFM/CIM = 4.

Dessa forma, duas das cepas descritas foram sensiveis ao TA e, além de inibirem o
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crescimento, foram capazes de destruir as células fungicas, tornando-as inviaveis
(Siddiqui et al., 2013).

Tabela 4 - Médias da CFM (ug/mL) do trans-anetol frente a cepas de Candida

glabrata
Micro-organismos Trans-anetol o
Atividade
. CEM/CIM
Candida glabrata CFM (pg/mL)
(Hg/mL)
ATCC 90030 512 1 Fungicida
LM 302 1024 4 Fungistatico
LM 78 128 1 Fungicida
LM 13 1024 8 Fungistético

Em relacdo a CIM do TA frente as cepas de Candida parapsilosis, foi
verificado que ATCC 22019, LM 33, LM 60 e LM 197 foram sensiveis ao TA,

apresentando uma CIMso de 256 pg/mL como destacado na tabela 5.

Tabela 5 - Médias da CIM (ug/mL) do trans-anetol e do fluconazol frente a cepas de
Candida parapsilosis

Micro-organismos Trans-anetol Fluconazol Controle de
Candida parapsilosis CIM (png/mL) CIM (ug/mL) cepas
ATCC 22019 128 32 +
LM 33 512 32 +
LM 60 256 64 +
LM 65 256 32 +
LM 197 256 32 +

(+) crescimento das cepas
No que se refere as cepas de C. parapsilosis testadas: ATCC 22019, LM 33,

LM 60, LM 65 e LM 197, o TA apresentou efeito fungicida com CFM variando entre

128 pg/mL e 512 pg/mL, como descrito na tabela 6. Deste modo, essa
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concentragdo, além de inibir o crescimento, foi fungicida para as referidas cepas
(Siddiqui et al., 2013).

Tabela 6 - Médias da CFM (ug/mL) do trans-anetol frente a cepas de Candida

parapsilosis
Micro-organismos Trans-anetol
. o CFEM/CIM Atividade
Candida parapsilosis CFM (ng/mL)
(Mg/mL)
ATCC 22019 128 1 Fungicida
LM 33 512 1 Fungicida
LM 60 256 1 Fungicida
LM 65 256 1 Fungicida
LM 197 256 1 Fungicida

A substancia pode ser classificada como de forte atividade quando a CIM é
de até 600 ug/mL; moderada atividade quando a CIM varia entre 600 a 1500 pg/mL;
acima de 1500 pg/mL € denominada de fraca atividade ou inativa (Holetz et al.,
2002; Sartoratto et al., 2004).

O TA é um componente importante dos 6leos essenciais derivados do anis
estrelado ou erva-doce. Recentemente, foi relatado que este fenilpropanoide
apresenta uma variedade de atividades biolégicas, especialmente por seu amplo
espectro de atividade contra fungos fitopatogénicos (Huang et al., 2010).

As atividades reportadas também se estendem aos efeitos antimicrobianos
contra bactérias e fungos, incluindo patégenos humanos como Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e C. albicans (Fujita et al., 2014), ainda assim,
seu potencial frente a micro-organismos de interesse clinico ndo foi investigado
profundamente.

No presente estudo, o TA apresentou CIM variando entre 128 pg/mL e 1024
Mg/mL para Candida glabrata e foi fungicida para duas das quatro cepas. De
maneira semelhante, Dabrowska e colaboradores (2021) avaliaram o potencial
antifangico do trans-anetol contra C. albicans e obtiveram CIM que variou de
61mg/mL a 247 mg/mL. Do mesmo modo, as concentracdes encontradas, embora

mais altas, foram consideradas fungicidas para a maioria das cepas de C. albicans
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testadas, ao passo que para algumas cepas o efeito observado foi fungistatico, o
gue corrobora com nossos achados.

Os resultados encontrados estdo alinhados com o estudo de Fujita, Fujita e
Kubo (2007), em um dos primeiros relatos sobre a atividade do TA frente a micro-
organismos. As CIMs relatadas para C. albicans e S. cerevisiae foram de 200 yg/mL
e 100 pg/mL, respectivamente.

Os efeitos antifungicos do anetol e seus derivados contra o fungo modelo S.
cerevisiae também foram avaliados por Tsukuda e colaboradores (2022). As
concentragdes inibitérias minimas e fungicidas minimas (CIM e CFM) do anetol,
apés um periodo de incubacdo de 48 horas, foram 0,625 e 1,25 mmol |,
respectivamente.

Em 2007, Nakajima e colaboradores ja haviam reportado a atividade
fungicida de uma preparacéo contendo o TA frente a cepas clinicas de Candida
isoladas da mucosa oral de pacientes, incluindo Candida glabrata e parapsilosis. No
referido estudo, a diluicdo inibitéria minima de 1:20 teve efeito sobre a maioria das
70 cepas teste (95,7%).

Mais recentemente, Dumitrecus et al (2023) exploraram a atividade
antifingica e antibacteriana de um Oleo essencial de Pimpinella anisum L.
(composto 72% de TA) contra cepas de C. albicans. Neste caso, 0s autores
demostraram uma boa taxa de inibicdo das cepas de bactérias gram-negativas e C.
albicans a partir da densidade Optica (OD). Para Candida albicans, a porcentagem
de inibicdo produzida pelo dleo de anis foi de 72% em comparag&o ao controle para
diluicdo de 2 pL.

Vieira et al (2019) também verificaram a atividade antifingica do oleo
essencial de P. anisum (composto 94 % de TA) frente a cepas de Candida isoladas
da mucosa oral, incluindo espécies de C. glabrata e C. parapsilosis. Na avaliacdo
dos autores, a CIM encontrada foi de 875 yg/mL para as referidas cepas.

Vale destacar que a grande maioria dos trabalhos citados envolveram 6éleos
essenciais que tinham o TA como componente majoritario. Huang e colaboradores

(2010) ja apontaram que a atividade antifungica do 6leo pode ser atribuida ao seu
alto teor de TA, que foi confirmado como o principal componente ativo, de modo que

a molécula sozinha poderia ser desenvolvida como um agente fungicida.
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Outro ponto importante € em relacdo as metodologias empregadas nos
trabalhos que avaliam atividades antimicrobianas. Neste estudo, foi utlizado o
método de microdiluicdo em caldo de acordo com as diretrizes do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). O uso de metodologias distintas, como
a EUCAST, pode explicar em parte as diferencas verificadas em relagdo as CIMs do
TA, em razdo principalmente dos diferentes tempos de incubacao (Tava et al.,
2021).

Cepas de origem clinica diferentes também podem apresentar variacdes em
relacdo as CIMs, pois os mecanismos de resisténcia ndo sao igualmente
distribuidos entre as espécies e, portanto, podem contribuir para as diferencas
observadas no perfil de suscetibilidade (Sanglard; Coste, 2016).

Além disso, as CIMs de C. glabrata (128 pg/mL a 1024 pg/mL) foram
superiores as CIMs de C. parapsilosis, onde a CIM variou de 128 ug/mL a 512
pMg/mL e o efeito fungicida foi mais bem evidenciado também nesta Ultima, o que
leva ao entendimento de que os efeitos antifangicos foram mais consistentes nas
cepas de C. parapsilosis.

Nos ultimos anos, tem havido um aumento significativo na incidéncia de
infeccdes causadas por C. glabrata. Este aumento pode ser atribuido ao crescente
uso de fluconazol, assim como ao aumento da populacdo suscetivel a estas
infeccbes. C. glabrata é considerada atualmente um patdégeno emergente devido a
sua capacidade de desenvolver resisténcia aos medicamentos (Fernandez-Calderén
et al., 2021).

Esta resisténcia esta relacionada ao genoma haploide do fungo, que permite
rapidas mudancas genéticas. Durante o tratamento ou profilaxia com fluconazol, C.
glabrata frequentemente desenvolve resisténcia, e pode adquirir niveis elevados de
resisténcia cruzada com triazéis e outras classes de antifungicos (Whaley; Rogers,
2016). No presente estudo, as cepas de C. glabrata testadas foram sensiveis ao
fluconazol, com CIM que variou de 32 pug/mL a 512 ug/mL, enquanto para C.
parapsilosis a CIM variou de 32 ug/mL a 64 ug/mL. Isto posto, a CIM maior para C.
glabata pode estar relacionada a sua capacidade de desenvolver resisténcia. Ainda
assim, O FLU foi usado como controle para ambas as espécies de Candida
testadas.

Neste sentido, embora esteja ocorrendo progresso no aprimoramento dos

antifingicos disponiveis e na identificacdo de novos alvos, o ritmo de
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desenvolvimento de antimicrobianos é superado pela emergéncia de resisténcia.
Assim, é crucial explorar abordagens alternativas além de alvos genéticos ou
funcionais para fortalecer o uso dos antifingicos. Estratégias iniciais incluem terapia
combinada para combater ou prevenir infec¢des fungicas (Lee et al., 2020).

O potencial antimicrobiano combinado foi obtido através da associagdo entre
farmacos e foi determinado através da Concentracdo Inibitéria Fracionaria (CIF) e
do indice da Concentracéo Inibitéria Fracionaria (ICIF), descritas nas tabelas 7 e 8.

Combinacdes de agentes ativos contra espécies de Candida podem provar
ser mais Uteis como agentes quimioterapicos do que tais compostos usados
isoladamente. Portanto, algumas substancias sdo investigadas para sinergismo com
azéis, polienos ou equinocandinas hoje usados no tratamento de infeccdo por
Candida (Zida et al., 2017).

Para D’agostino e colaboradores (2019) é interessante combinar moléculas ja
conhecidas com alguns componentes de Oleos essenciais para provocar sinergia,
ou seja, ter um efeito comum superior ao das moléculas sozinhas. Além disso, um
efeito sinérgico entre dois compostos poderia reduzir a dose a ser usada e, assim,
reduzir a toxicidade para humanos e o0s potenciais efeitos colaterais de ambos o0s
compostos.

Tabela 7 - Concentracao Inibitéria Fracionaria e o indice da Concentracao Inibitoria
Fracionaria do trans-anetol associado ao fluconazol frente a cepas de Candida
glabrata

Tipo de
C. glabrata CIFa ClIFs ICIF associacao

farmacologica

Trans-anetol

Trans-anetol Fluconazol *
Fluconazol
ATCC 90030 0,25 0,25 0,5 Sinérgico
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Tabela 8 - Concentracao Inibitéria Fracionaria e o indice da Concentracgéo Inibitéria
Fracionaria do trans-anetol associado ao fluconazol frente a cepas de Candida
parapsilosis

Tipo de
C. parapsilosis CIFa ClIFs ICIF associacao

farmacologica

Trans-anetol

Trans-anetol Fluconazol N
Fluconazol
ATCC 22019 0,25 0,125 0,375 Sinérgico

Neste sentido, foram analisados os efeitos conjuntos do TA e FLU frente as
duas espécies representativas de Candida usando combinac¢des do fluconazol e TA
na técnica de checkerboard, testando assim varias concentra¢cdes combinadas das
duas moléculas. Deste modo, foi observado que para as cepas ATCC de Candida
glabrata e Candida parapsilosis o indice de Inibicdo da Concentracdo Inibitoria
Fracionaria (ICIF) foi de 0,5 e 0,375 respectivamente, 0 que aponta para um
sinergismo farmacoldgico entre o TA e o FLU em ambas as espécies testadas.

Ja foi relatado que o anetol aumenta a atividade fungistatica de um farmaco
modelo dodecanol, encontrado em O6leos essenciais, para um efeito fungicida ao
bloquear o processo de recuperacédo do crescimento e o efluxo do farmaco, além de
aumentar a atividade fungicida do fluconazol contra cepas de Candida albicans
(Fujita et al., 2007; Fujita et al., 2017).

Em outro estudo, Tsukuda e colaboradores (2022) investigaram a relacéo
estrutura-atividade do TA e alguns derivados relacionados. A poténcia antifingica
do TA foi avaliada junto com o n-dodecanol e o flucanazol. Aqui também ficou
evidente a sinergia do fluconazol e derivados relacionados ao anetol em S.
cerevisiae e em Candida albicans. A ICIF do TA junto ao fluconazol foi de 0,188 em
Candida albicans, demonstrando, portanto, uma atividade sinérgica das moléculas,
similarmente o que foi encontrado nos nossos estudos.

Até onde se sabe, este parece ser o primeiro estudo de avaliacdo do
sinergismo do TA e fluconazol contra Candida ndo-albicans. A maioria dos trabalhos
relatados até aqui se preocuparam em detalhar a atividade do TA sozinho ou em
sinergismo frente a organismos modelo como S. cerevisiae. Nossos achados séo

especialmente importantes por mostrar que a atividade do TA em sinergismo com
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antifGngicos convencionais ou mesmo sozinho, se estende a importantes espécies
de patdgenos humanos.

Neste sentido, estes resultados contribuem para a fundacdo da aplicacdo
pratica de terapias combinadas destinadas a superar a resisténcia antifungica.
Diante dos achados reportados até aqui, tornou-se imperativo explorar o0s
mecanismos pelos quais esta atividade se manifesta.

O ensaio para avaliar as possiveis interacoes do TA com a membrana dos
fungos foi realizado por meio da determinacdo da CIM com e sem a presenca do
ergosterol acrescido ao meio de cultura. Deste modo, estudamos a capacidade do
composto de formar complexos com ergosterol. Os resultados estdo descritos nas
tabelas 9 e 10.

O ergosterol é um esterol presente nas membranas celulares dos fungos,
servindo muitas das mesmas fungbes de membrana celular que o colesterol em
humanos. Como o ergosterol ndo € um componente das células animais, € um alvo
convidativo para medicamentos antifungicos (Peyton; Gallagher; Hashemzadeh,
2015).

Se a atividade do TA for causada pela ligacdo ao ergosterol, o ergosterol
exégeno impediria a ligacdo ao ergosterol da membrana fangica.
Consequentemente, causaria um aumento na CIM do TA na presenca de ergosterol
exdégeno em relacdo ao experimento de controle. Assim, o efeito do ergosterol

exégeno na CIM do TA foi determinado.

Tabela 9 - Média da CIM (ug/mL) do trans-anetol na presenca e auséncia de
ergosterol frente a cepas de Candida glabrata

C. glabrata Trans-anetol
Com ergosterol Sem ergosterol Razao
ATCC 90030 512 512 1

Tabela 10 - Média da CIM (ug/mL) do trans-anetol na presenca e auséncia de
ergosterol frente a cepas de Candida parapsilosis

C. parapsilosis Trans-anetol
Com ergosterol Sem ergosterol Razéo
ATCC 22019 128 128 1
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Os ensaios revelaram CIMs idénticas na presengca e na auséncia do
ergosterol. Desta forma, a atividade antifungica relatada parece ndo envolver a
complexacédo do colesterol como mecanismo de acéo.

De maneira semelhante ao ensaio com o ergosterol, 0 ensaio que avaliou as
possiveis interacdes entre o TA e a parede celular dos fungos foi realizado por meio
da determinacéo da CIM com e sem a presenca do sorbitol acrescido ao meio de
cultura. Os resultados estéo descritos nas tabelas 11 e 12.

Para investigar como o TA afeta a parede celular dos fungos, foi realizado um
teste usando sorbitol, um protetor osmoético comum que ajuda a estabilizar os
protoplastos fungicos. Compostos que interferem na parede celular dos fungos tém
um efeito caracteristico: seus efeitos antifangicos sdo anulados quando estdo em
um meio contendo um estabilizador osmético, como o sorbitol. As células protegidas
com sorbitol conseguem crescer na presenca de substancias que inibem a sintese
da parede celular fangica, ao contrario das células que nao tém sorbitol, que tém
seu crescimento inibido. Esse efeito se reflete no aumento do valor da CIM quando
o sorbitol esta presente, comparado com o valor obtido em um meio sem sorbitol
(meio padréo) (Leite et al., 2015; Shen et al., 2024).

Tabela 11 - Média da CIM (ug/mL) do trans-anetol na presenca e auséncia de
sorbitol frente a cepas de Candida glabrata

C. glabrata Trans-anetol
Com sorbitol Sem sorbitol Razao
ATCC 90030 512 512 1

Tabela 12 - Média da CIM (ug/mL) do trans-anetol na presenca e auséncia de
sorbitol frente a cepas de Candida parapsilosis

C. parapsilosis Trans-anetol
Com sorbitol Sem sorbitol Razéo
ATCC 22019
128 128 1

Os resultados obtidos mostraram que as CIMs com e sem a presenca do
sorbitol se mantiveram as mesmas, o que leva ao entendimento de que o TA nao

atua interferindo na integridade da parede celular do fungo. Cabe destacar que este
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€ um dos primeiros estudos que trata das interagdes do TA com membranas e/ou
parede celular dos fungos, o que dificulta a comparagdo com outras investigacoes.

Os trabalhos reportados até aqui tém apontado para caminhos diversos. Para
Yutani et al (2011), o TA causou anormalidades morfolégicas por sua inibicdo da
biossintese do componente quitina da parede celular de Mucor mucedo. Enquanto
para Fujita et al (2014), o TA atua contra fungos como Aspergillus fumigatus e a
levedura em brotamento S. cerevisiae por meio da geracéo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e fragmentacdo de DNA, produzindo morte celular semelhante a
apoptose.

De todo modo, as interacdes detalhadas da molécula associadas a essas
atividades permanecem obscuras. Se 0s mecanismos subjacentes aos efeitos
sinérgicos do TA puderem ser elucidados, sera possivel informar o desenvolvimento
de quimioterapias antifangicas combinadas usando doses menores de
medicamentos, reduzindo assim o risco potencial de efeitos adversos.

Em 2017, Fujita e colaboradores sugeriram que o aumento da atividade
antifangica do TA, como identificado no nosso estudo, ocorre devido & supresséo do
efluxo do medicamento ao inibir transportadores que desempenham um papel na
resisténcia fungica aos medicamentos. Portanto, € altamente possivel que o anetol
potencialize os efeitos antifUngicos de uma série de drogas, atuando sobre estes
transportadores e, portanto, inibindo o efluxo de drogas.

A partir destes achados, a Pdr5 € um membro da superfamilia de proteinas
ABC (cassete de ligacdo a ATP) que, por sua vez, pode conferir resisténcia a
medicamentos por bombear medicamentos para fora da célula (Balzi et al., 1994).
Por esta razdo, a Pdr5 foi considerada como um alvo importante para o
desenvolvimento do docking molecular visando as possiveis interacdes da referida
proteina com o TA.

Devido a auséncia da estrutura tridimensional (3D) da enzima Pdr5 de C.
glabrata (N. glabratus) em qualquer banco de dados, foi criado um modelo de
estrutura terciaria para esta proteina, utilizando a proteina modelo proveniente da
levedura S. cerevisiae (PDB ID: 7P05). A estrutura da proteina modelo foi obtida por
microscopia eletrdnica, com uma resolucdo de 3.13 A. A identidade da sequéncia
entre a proteina alvo e a proteina modelo foi de 74,92%, com uma similaridade de
sequéncia de 54% e uma cobertura geral de 98%. Para avaliar a qualidade do

modelo gerado, foram utilizadas as pontuagcdes QMEAN e GMQE. A pontuacao
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QMEAN é uma medida da qualidade global do modelo e por residuo, variando de 0
a -4,0, sendo valores préximos a 0 indicativos de boa qualidade do modelo. O valor
GMQE, por sua vez, é uma estimativa da precisdo da estrutura terciaria do modelo,
variando de 0 a 1, com valores maiores indicando maior confiabilidade do modelo.
No caso do modelo da proteina Pdr5, a pontuagcdo QMEAN foi de -1.80, e o valor
GMQE foi de 0,68, indicando que a estrutura € confiavel e de boa qualidade.

Para verificar adicionalmente a confiabilidade do modelo previsto, graficos de
Ramachandran foram gerados de forma independente nos servidores PROCHECK
e MolProbity. O servidor PROCHECK revelou que 92,2% dos residuos estavam
localizados nas regifes mais favoraveis (A, B e L), o que é um indicativo de um
modelo de alta qualidade. O grafico MolProbity Ramachandran também mostrou
gue 99,3% dos residuos estavam dentro das regifes permitidas, reforcando a
gualidade do modelo previsto (figura 6). Dessa forma, ambos os softwares
corroboraram a confiabilidade da estrutura prevista da enzima (MOPAC, 2016).
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Figura 6 - Processo de resolucéo e validacao da estrutura terciaria da enzima Pdr5
de C. glabrata por homologia com a Pdr5 de S. cerevisiae
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a modelo em cartoon da Pdr5 por EM mostrando o dominio de ligacdo de nucleotideo
(NBD) e dominio transmembrana (TMD). b Pdr5 SWISS-MODEL e sobreposi¢cdo com a
estrutura resolvida por EM e em destaque o ATP no NBD1. ¢ diagrama de Ramachandran
oriunda do Procheck. d diagrama de Ramachandran oriunda do MolProbity.

O AutoDock 4.2 foi utilizado para determinar a orientacdo dos ligantes ATP e
Trans-anetol em relacdo ao sitio ativo da Pdr5, resultando na obtencdo da
conformacao 3D, dos valores de energia minima de ligagdo (AG) e da constante
inibitoria (Ki) desses ligantes. No processo de interacdo com o sitio ativo da Pdr5, o
ATP redocado apresentou maior afinidade em relacdo ao trans-anetol e um RMSD <

2 A, validando a metodologia (Tabela 13). Além disso, na figura 7a pode-se verificar
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a Pdr5 e no detalhe a sobreposicéo 3D do ATP EM (verde) e o re-docking (rosa), e
na figura 7b e 7c observa-se as interacdes 2D, formadas por uma variedade de tipos
de ligacdes e aminoacidos. Com tudo, o trans-anetol demonstrou um AG de -4.49
kcal/mol e uma Ki de 513.96 uM. De semelhante modo, o TA se ligou ao sitio ativo
da Pdr5 de C. glabrata, com detalhes apresentados na tabela 13 e na figura 8.
Esses resultados orientaram a analise subsequente com o objetivo de estudar um
possivel inibidor da enzima Pdr5 de C. glabrata. Além disso, investigou-se o0 modo
de ligacdo do trans-anetol ao sitio ativo enzimatico, explorando esses aspectos

utilizando o software visualizador Discovery Studio (DS), versdo 2021 (Biovia, 2021).

Tabela 13 - Valores de energia de ligagao (AG) e constante inibitéria (Ki) do ATP e
do Trans-anetol contra a enzima Pdr5 de C. glabrata.

AG AG
Strains Enzymes (kcal/mol) RMSD Ki (kcal/mol) Ki
ATP Trans-
anetol
C. glabrata Pdr5 -6.59 0.556 14.72 uM -4.49 513.96 uM

Figura 7- Processo de validacéo do docking por re-docking com molécula de ATP
EM no sitio ativo da Pdr5 de S. cerevisiae
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interacdes 2D do ATP re-docking no sitio ativo da Pdr5.

Para investigar a interacdo entre o trans-anetol e a enzima fangica Pdr5 de C.
glabrata, aplicou-se a técnica de docagem molecular rigida. O AutoDock 4.2 foi
utilizado para acoplar o composto trans-anetol ao sitio ativo da enzima em estudo.

As representacdes 2D e 3D dessas interacbes podem ser observadas na figura 8,
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onde € possivel observar que o composto trans-anetol interagiu com o sitio ativo da
enzima por meio de intera¢des hidrofébicas, de van der Waals, carbono hidrogénio,
alquil e pi-alquil. Além dessas interacdes, destaca-se a ligacdo de hidrogénio do
oxigénio do grupo metdxi do TA para com o residuo Tyr356 (1.88 A) figura 8a e 8b.
Ainda é importante ressaltar que as interagfes entre o trans-anetol e os
residuos do sitio ativo da Pdr5 se estabeleceram de forma esponténea resultando
na pontuacdo de -4.49 kcal/mol, comparavel a afinidade da molécula de ATP. No
entanto, o trans-anetol € uma molécula pequena e com poucos grupos funcionais
para interagir com maior afinidade com a bolca na qual se encontra o ATP (NBD1).
Ademais, esse sitio ativo aparenta caracteristicas predominantemente hidrofilicas
(figura 8c e 8d) e é um fator importante na complementariedade molecular nas
interacBes farmacos-receptor que possivelmente reduz a afinidade do trans-anetol

comparativamente ao ATP.

Figura 8 - Docking molecular do trans-anetol com a enzima Pdr5 de C. glabrata
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a modelo em cartoon da Pdr5 mostrando no detalhe as interacbes 3D do trans-
anetol com os residuos do sitio ativo da enzima. b interacbes 2D do trans-anetol
com o sitio ativo enzimatico da Pdr5. ¢ e d modelo 3D em superficie hidrofébica e
de interacdes de hidrogénio respectivamente, com destague nos aminoacidos do

sitio ativo da enzima em estudo.

7

Por outro lado, o tamanho € apenas um dos critérios para a interacao
substrato-transportador. E razoavel supor que um composto seria um tanto lipofilico

para atingir Pdr5p na membrana porque pelo menos alguns substratos, incluindo
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algumas moléculas relativamente hidrofilicas e moléculas mais hidrofébicas ja
testadas, entram por difusdo. Além disso, ja ficou demonstrado que ao menos um
local de transporte usa interacdes hidrofébicas para reconhecer seus substratos
(Golin; Ambudkar; May, 2007).

De acordo com Lamping et al (2007), as bombas de efluxo de drogas
transferem FLU do citosol para o ambiente, protegendo as células fungicas de
danos. No modelo de levedura S. cerevisiae, 16 transportadores ABC participam do
efluxo de drogas e da resisténcia a multiplas drogas (MDR), entre os quais Pdr5 &
uma bomba de efluxo de drogas estabelecida para o fluconazol.

Vale destacar que em fungos o principal mecanismo de MDR depende da
superexpressao destes transportadores de efluxo dentro da membrana plasmatica.
Essas proteinas expulsam os medicamentos da célula, evitando que atinjam a
concentragao intracelular necessaria para uma atividade antifangica bem-sucedida
(Moraes et al., 2020; Holmes et al., 2016; Sanguinetti et al., 2015).

Mais recentemente, um estudo mecanistico conduzido por Zhou et al (2021),
revelou que o arteméter, produto natural isolado da Artemisia annua, aumentou a
eficAcia do FLU por meio da interrup¢éo da funcdo da bomba de efluxo multidrogas
Pdr5, resultando no acumulo intracelular de FLU.

No presente trabalho, as interacées do TA com o sitio ativo da Pdr5 ficaram
evidenciadas. Além das interacbes hidrofébicas, de van der Waals, carbono
hidrogénio, alquil e pi-alquil, houve uma interagdo do oxigénio da estrutura do TA
com um residuo Tyr356 da proteina Pdr5. Assim, pode-se deduzir que a afinidade
da molécula, especialmente pelo sitio ativo da proteina, pode impactar sua
atividade, o que diminuiria o efluxo das drogas e aumentaria o tempo de exposicao
a estas. Deste modo, a exposicao prolongada ao FLU explicaria em parte o forte
efeito sinérgico verificado in vitro, corroborando com os resultados relatados até
aqui.

Segundo Singh et al (2018), a coadministracdo de um agente antifungico,
como o fluconazol, e uma substancia capaz de inibir as bombas de efluxo impediria
a resisténcia antifungica, garantindo assim o resultado adequado do tratamento. Isto
posto, considerando nossos resultados e a homologia entre a Pdr5 e
transportadores MDR de fungos patogénicos, pode-se sugerir que o TA € um
candidato potencial para ser usado em associacédo com fluconazol no tratamento de

infecgdes fungicas resistentes ao fluconazol.
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Neste sentido, estudos adicionais empregando isolados clinicos de fungos
patogénicos que superexpressam essas proteinas devem ser conduzidos para

avaliar o efeito do TA em outras espécies de fungos patogénicos.
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6 CONCLUSOES

Tendo como base os resultados apresentados, o TA pode ser considerado

um importante agente antifingico com destaque para os seguintes pontos:

Atividade fungistatica ou fungicida para as cepas de Candida glabrata;

= Atividade fungicida para as cepas de Candida parapsilosis;

= Um sinergismo farmacologico entre o TA e o fluconazol foi verificado,

aumentando assim o potencial antifingico de ambos os constituintes;

= Os ensaios conduzidos a partir do ergosterol e do sorbitol acrescidos aos
meios ndo apontaram para interacées do TA com a membrana e/ou a parede

celular dos fungos.

= O estudo de docking molecular apontou para uma interacdo entre o TA e o

sitio ativo da proteina Pdr5.

A partir destes achados, ficou demonstrado o potencial antifungico do TA,
sobretudo, em conjunto com o fluconazol, promovendo uma atividade promissora
gue pode ajudar na aplicacdo prética de terapias combinadas destinadas a superar

a resisténcia antifungica.
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Resumo: As espécies de Candida s3o comensais e, porianto, fazem parte da flora humana normal e estdo localizadas na
pele e nos tratos gastroiniestinal e genital. No entanto, também pode causar vanas infeccdes em pacientes suscetiveis,
mclumdo pacientes idosos, hospitalizados ou imunossuprimmdos. Este trabalho buscou avaliar o atual cenamo dos
tratamentos antifingicos disponiveis para cada tipo de candidiase com enfoque nas caracteristicas de cada uma das
condutas clinicas e suas limitagdes. Além disso, apresenta novas perspectivas no desenvolvimento de novos compostos
com atividade antifingica e os desafios para a expansio das altemnativas terapéuticas disponiveis atualmente. Para tanto
foram realizadas buscas nas bases de dadoes: Scielo, Pubmed e Google académico no periodo entre fevereiro e maio de
2024. Foram usadas as palavras-chave: Anfifungals, candidiasis classification, invasive candidiasis e new antifingals
treatments. A mfeccio invasiva por Candida é uma das infec¢ées flilngicas mais comuns em todo o mundo e sio apontadas
como uma das principais causas de infeccdes associadas a saiude. Além disso, o arsenal terapéutico contra a candidiase
inclui basicamente quatro classes de antifungicos: polienos, azéis, equinocandinas e a flucitosina, cada uma delas
apresentando problemas que limitam seu uso clinico. Sendo assim. é essencial identificar mecanismos bioquimicos
exclusivos para os fungos como alvos de descoberta de drogas, a fim de desenvolver outras geracdes de terapias
antifingicas.

Palavras-chave: Antifingicos. Micologia. Farmacologia.

Abstract: Candida species are commensal and are therefore part of the normal human flora and are located on the skin
and in the gastrointestinal and genital tracts. Howewver, it can also cause various mnfections in susceptible patients,
mcluding elderly, hospitalized, or immunosuppressed patients. This work sought to evaluate the current scenano of
antifungal treatments available for each type of candidiasis, focusing on the characteristics of each clinical approach and
their limitations. Furthermore, it presents new perspectives in the development of new compounds with antifungal activity
and the challenges for expanding currently available therapeutic alternatives. To this end, searches were carnied out in the
following databases: Scielo, Pubmed and Google Scholar in the period between February and May 2024. The keywords
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Abstract

Meat products represent an important component of the human diet and are a good source of nutrients, Food-borme
microorganisms are the main pathogens that cause human diseases as a result of food consumption, especially products
of animal origin. The objective of the present research was to verify the antibacterial activity of the essential oil of
Thymus vulgaris against strains of Klebsiella pnewmaniae, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus saprophyiicus
isnlated from meat products, For this, the analyses of Minimum Inhibitory Concentration [MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration [MBC) were performed in microdilution plates, The association of the product with antimicrobials was
also studied using disk diffusion, And the anti-adherent activity, which was determined in the presence of sucrose, in
glass tubes. Thyme oil showed a strong inhibitory activity against K. preumonioe, P aeruginosa and 5, saprophyticus, with
the MIC values ranging from G4 to 512 pg/ml, and bactericidal effect for most strains, with MBC values ranging from
256 to 1,024 pgfmL. T. vulgaris oil exhibited varied interactions in association with the antimicrobials, with synergistic
(41.67E), indifferent (50%) and antagonistic (8.33%] effects. Regarding the anti-adherent activity, the test product was
effective in inhibiting the adherence of all bacterial strains under study. Therefore, thyme oil presents itself as an
antibacterial and anti-adherent agent against K. pnewimoniae, P, u'cmgmosaand impmphyricr.rs being a natural product
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ABSTRACT: This work shows the synthesis of a series of Morita—
Baylis—Hillman adducts from isatin derivatives via an efficient green
approach involving the use of a new catalyst system, a mixture of
copper—manganese iminodiacetate 1D coordination polymer (Cu/Mn-
IDA) and choline chloride—urea deep eutectic solvent (ChCl/urea 1:2).
The adducts 2a—2i were obtained in good to excellent yields (59—97%)
with shorter reaction times. The results demonstrate for the first time the
synergistic catalytic effect of the combination of deep eutectic solvent
and coordination polymer on the Morita—Baylis—Hillman reactions. The
catalyst recyelability was investigated, and it was found that Cu/Mn-IDA
maintains consistent performance for at least four catalytic cycles. The
synthesized compounds were evaluated for their in vitro antimicrobial activity against four bacteria and eight fungi species. Among
all, 2a, 2b, 2d, 2e, and 2g showed antifungal and antibacterial activities in 70—83% of the strains tested. The adduct 2e exhibited
significant antifungal activity with a minimum inhibitory concentration value of 128 pg mL™' compared to the standard drug
fluconazole (minimum inhibitory concentration, 256 pg mL™").
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Latinoamericana

Eficacia do uso de produtos derivados de plantas em doengas
infecciosas e biofilmes bucais: uma revisio integrativa

Efficacy of the use of plant-derived products in oral infectious diseases
and biofilms: an integrative review
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RESUMGO

Introdugio: O use de antimicrobianos ¢ muitas vezes necessino no manejo das doengas
infecciosas bucais. Infelizmente, essas drogas ocasionam com frequéncia efeitos
colaterais desagraddveis, sendo o mais grave a resistincia microbiana. Nesse contexto,
produtos derivades de plantas surgem como fontes abundantes de novos compostos
biclogicamente ativos, de maior poténcia, eficicia e seguranca. Na odontologia, uma das
aplicagdes mais estudadas para esses produtes tem sido justamente no mangjo das
doengas infecciosas bucais. Ohjetivo: Realizar um levantamento dos ensalos clinicos que
avaliaram a eficacia de produtos derivados de plantas no controle do biofilme ou na
prevengio efou tratamento das principais doengas infecciosas bucais. Metodologia:
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Anexo 7 - Trabalho apresentado ao Brazil France Symposium on Medicinal

Chemistry
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Anexo 8 - Trabalho apresentado na 12° Semana de Biociéncias e Biotecnologia em

Saude - Fiocruz
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Anexo 9 - Ficha do produto da cepa padréo de Candida glabrata

Product Sheet

Candida glabrata
(Anderson) Meyer et

Yarrow
90030™

Description

An ampoule containing viable cells (may include spores and mycelia) suspended in
cryoprotectant.

Strain designation: NCCLS B4
Deposited As: Torulopsis glabrata (Anderson) Lodder et de Vries
Type strain: No

Storage Conditions

Product format: Freeze-dried
Storage conditions: 2°C to 8°C

Intended Use

This product is intended for laboratory research use only. It is not intended for any
animal or human therapeutic use, any human or animal consumption, or any

diagnostic use.

BSL1

ATCC determines the biosafety level of a material based on our risk assessment as
guided by the current edition of Biosafety in Microbiological and Biomedical Laberatories
(BMBL), U.5. Department of Health and Human Services. It is your responsibility to
understand the hazards associated with the material per your organization's policies

and procedures as well as any other applicable regulations as enforced by your local
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Anexo 10 - Ficha do produto da cepa padréo de Candida parapsilosis

Candida parapsilosis
(Ashfnrcg Langeron et
Talice

22019"

Desc ription

An ampoule containing viable cells (may include spores and mycelia) suspended in
cryoprotectant.

Strain designation: CBS 604 [CCRC 20515, DEVPG 6150, DMS 5784, IBL 2545, IFO 1396,
IGC 2545, JCM 1785, NBRC 1396, NCYC 601, NREL ¥-12969, UCD 61-27]

Deposited As: Candida parapsilosis (Ashford) Langeron et Talice

Type strain: Yes

Storage Conditions

Product format: Freeze-dried
Storage conditions: 2°C to 8°C

Intended Use

This product is intended for laboratory research use only. It is not intended for any
animal or human therapeutic use, any human or animal consumption, or any

diagnostic use.

BSL1

ATCC determines the biosafety level of a material based on our risk assessment as
guided by the current edition of Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories
{BMBL), U5. Department of Health and Human Services. It is your responsibility to

understand the hazards associated with the material per your organization's policies
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