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RESUMO

A comunicacao célula a célula, no interior do biofilme, ocorre por moléculas de quorum
sensing (MQS), responsaveis por controlar comportamentos de Vviruléncia,
patogenicidade e modular etapas de estruturacdo do biofilme. Entretanto, estudos
sobre essas moléculas em fungos sao muito recentes. Considerando que diferentes
géneros fungicos formam biofilme, especialmente em superficies de ambiente
hospitalar, e a necessidade de novas estratégias para inibir ou erradicar infeccoes e
biofilmes fungicos, a avaliacaéo de MQS como potencial agente antifingico e
antibiofilme se faz necessario. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi de avaliar o
efeito da MQS 2-Etil-1-Hexanol, relacionada a biofilme de Fusarium sp., frente a
Fusarium spp. Aspergillus sp. e Candida spp. Foram realizados os testes de
susceptibilidade antifungica, curva de cinética de crescimento e atividade antibiofilme
para C. albicans. 2EH foi capaz de inibir o crescimento de todos os isolados testados
apresentando uma caracteristica fungicida. Além disso, foi possivel observar o
comportamento de 2EH frente a C. albicans em uma concentragdo “sub-CIM” e a
molécula apresentou atividade antibiofilme contra C. albicans. Assim, este trabalho
contribuiu para reforgar a importancia das MQS como possiveis agentes antifingicos.

INTRODUCAO

Os biofilmes sdo uma comunidade de microrganismos envolvidos por uma matriz
extracelular constituida de proteinas, lipidios, sacarideos, agua, minerais € material
genético. A formacao de um biofilme é um fator de viruléncia e patogenicidade para o
microrganismo, pois propicia adesao, resisténcia, protecdo, nutricdo e favorece a
comunicacao celular, a qual é realizada através de moléculas de quorum sensing
(MQS), responsaveis por modular o metabolismo, morfogénese, proliferagédo e
maturacdo do biofilme (Santos et al., 2018). Farnesol, foi a primeira MQS fungica



identificada em Candida albicans, na qual pode-se avaliar tais propriedades (Polke et
al., 2017). Assim, as MQS sao estudadas como potenciais agentes antifingicos e
antibiofilmes, como elucidado em pesquisas anteriores utilizando outras MQS, como o
farnesol, tirosol e triptofol (Mehmood et al., 2019). Infecgdes fungicas estédo, cada vez
mais, sendo relacionadas a formagcao de biofilmes, principalmente quando se diz
respeito a Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), as quais elevam
taxas de internagcdes e morbimortalidade dos pacientes, uma vez que ha uma
dificuldade no tratamento dessas infeccoes (Assefa et al., 2022). Dessa forma, €
necessario a pesquisa de novos agentes antifiungicos que, também, apresentem
atividade antibiofilme (Barreto et al., 2020). Veiga e colaboradores (2023), relatam a
deteccdo da molécula 2-Etil-1-Hexanol (2-EH), uma MQS de F. oxysporum que
apresentou atividade fungicida contra células planctonicas de F. oxysporum. Dessa
forma, o objetivo deste trabalho foi de avaliar, in vitro, se 2-EH apresenta atividade
antifungica frente C. albicans , C. tropicalis, C. glabrata, F. solani, F. oxysporum e A.
fumigatus e ainda avaliar a cinética de crescimento e atividade antibiofilme para C.
albicans

MATERIAIS E METODOS
Isolados

Para este estudo foram utilizados um total de sei isolados, quatro provenientes da
Rede de Colegdes Microbiolégicas Paranaense (CMRP-Taxonline ) e trés da American
Type Culture Collection (ATCC). Candida albicans (ATCC 90028), C. tropicalis (ATCC
750), C. glabrata (ATCC 2001), F. solani (CMRP 5665), F. oxysporum (CMRP 2925) e
A. fumigatus (CMRP 5666).

Molécula de de quorum sensing (MQS) 2-Etil-1-Hexanol (2-EH)

Para este estudo a MQS 2-EH foi adquirida comercialmente (Sigma-Aldrich® 538051)
para os testes subsequentes a molécula foi diluida em agua destilada variando numa
concentracao de 65,115 g/mol a 0,127 g/mol.

Teste de susceptibilidade antifungica

A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pelo método de microdiluicdo
em caldo, em placas de 96 poc¢os, conforme (CLSI M27-A2, 2008) frente aos isolados
C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, F. solani, F. oxysporum e A. fumigatus. Foram
realizados controles positivos e controles negativos. A Concentragdo Fungicida Minima
(CFM) foi realizada apos 48 horas por meio da transferéncia de 10 uL do contetdo dos
po¢os para uma placa contendo Dextrose Agar Sabouraud (SDA). A CFM foi definida
como a menor concentracdo em que nao houve crescimento do fungo. Ja, a contagem
de Unidades Formadoras de Colénia (UFC) foi realizada por meio de diluicées seriadas



pela transferéncia de 100 pL de cada concentragéo do ensaio CIM em contato com 900
uL de solugao salina, posteriormente 20 uL desta mistura foram transferidos para uma
placa de SDA na forma de gota. Realizou-se a leitura em até 24 horas e os resultados
foram apresentados como UFC/ml.

Curva de cinética de crescimento para C. albicans

Inicialmente a levedura foi subcultivada em SDA e o inéculo ajustado para 5 x 105
leveduras/ml. Em seguida, a cepa foi cultivada na presenca da molécula em uma
concentracao sub-CIM (duas vezes abaixo da CIM). As suspensdes de teste foram
colocadas em um agitador e incubadas a 37 °C. Nos pontos de tempo predeterminados
(0 h, 15 min, 30 min, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 20, 24, 30, 36 e 48 h), diluicdes seriadas foram
realizadas em SDA para determinacao de UFCs.

Atividade antibiofilme para Candida albicans

Suspensdes celulares foram preparadas e adicionadas em placas de poliestireno de 96
poc¢os, incubados a 37 °C em um agitador a 120 rpm/min por 2 h, para permitir a
fixacdo de células a superficie abiodtica. As células ndo aderidas foram removidas por
lavagem com PBS estéril. A molécula foi adicionada apo6s fase de adesdo (2 h).
Incubou-se as placas a 37 °C por 24 h.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A MQS 2-Etil-1-Hexanol apresentou uma CIM e CFM de 8,138 g/mol para F. solani e A.
fumigatus, e de 4,069 g/mol para F. oxysporum, C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis.
Observa-se que a CIM e CFM coincidem em ambos os fungos. Além disso, de acordo
com os resultados obtidos por UFC, a molécula 2-EH foi fungicida para todos os
fungos. Entretanto, a concentragdo da molécula capaz de reduzir mais de 80% do
crescimento fungico foi espécie-dependente.

A influéncia de 2-EH na concentragdo sub-CIM (2,035 g/mol) para a cinética de
crescimento de C. albicans permitiu observar o comportamento de 2-EH frente ao
fungo e pode-se analisar que, a molécula, mesmo em uma concentragdo abaixo da
CIM, apresentou atividade inibitéria no crescimento fungico, o qual, foi diminuido,
principalmente entre as 8 e 30 h de incubacdo, quando comparado com o controle ndo
tratado. Ademais, 2-EH apresentou atividade antibiofiime para C. albicans nas
concentracoes “4xCIM” (8,139 g/mol) e “2XCIM” (16,278 g/mol), no qual se observou
uma inibigdo de mais de 90%, em comparagao ao controle ndo tratado.

Desse modo, 2-EH apresentou resultados que se assemelham a outros trabalhos,
como o de Veiga et al. (2023), no qual a molécula apresentou atividade antifungica e
antibiofilme para F. oxysporum, bem como o estudo de Polke et al. (2017), o qual
demonstrou que o Farnesol, outra MQS, apresentou atividade antifingica contra
diferentes especies fungicas e antibiofilme contra Candida spp.



CONCLUSOES

Conclui-se que a MQS 2-EH apresentou potencial inibitério e fungicida para células
plantbnicas das espécies fungicas testadas. Além disso, constatou-se que a molécula
foi capaz de inibir a formacao do biofilme de C. albicans. E foi possivel observar, ainda,
que na concentracao “sub-CIM” a molécula apresentou uma diminuicao do crescimento
do fungo em mais de 90%. Dessa forma, este estudo foi um dos pioneiros na
demonstracdo da molécula 2-EH frente a diferentes espécies flingicas e contribuiu para
reforcar a importancia das MQS como possiveis agentes antifungicos.
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