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RESUMO 

 

Rocha, C.H.L. Atividade sinérgica do antidepressivo sertralina associada a 

caspofungina contra Trichophyton rubrum e avaliação dos mecanismos de resposta 

adaptativa. 2023. Tese (Genética) – Faculdade de Medicina da USP de Ribeirão Preto, 

Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto – SP. 

 

As infecções fúngicas em humanos têm aumentado em incidência, principalmente em 

imunocomprometidos. Trichophyton rubrum é o fungo mais prevalente nas dermatofitoses. 

As condições climáticas, fatores culturais, padrões de migração populacional e até mesmo o 

nível socioeconômico da população são algumas características que determinam o 

desenvolvimento de infecções causadas por dermatófitos. Para tratamentos dessas infecções 

existem poucas opções terapêuticas que atuam em alvos celulares limitados. Além disso, os 

fungos desenvolvem mecanismos para resistir ao estresse causado pelos antifúngicos 

disponíveis. Dessa forma, novas estratégias destinadas a controlar esses patógenos estão 

sendo investigadas. Nesse contexto e assumindo que a sertralina (SRT) tem sido explorada 

por suas propriedades antifúngicas, objetivamos avaliar alterações na expressão de genes 

relacionados ao mecanismo de adaptação e resistência em T. rubrum. Para isso, realizamos 

um sequenciamento de alto rendimento do RNA de T. rubrum cultivado na presença de dose 

subletal de SRT. Também investigamos neste estudo a atividade antifúngica do 

antidepressivo SRT, isoladamente ou em combinação com a caspofungina (CASP). 

Calculamos as concentrações inibitórias mínimas de SRT e CASP contra T. rubrum. Além 

disso, as interações entre SRT e CASP foram avaliadas usando um método de microdiluição 

em “xadrez’. Usamos ensaios de MTT e cristal violeta para comparar o efeito de SRT e da 

combinação de SRT com CASP no biofilme de T. rubrum. Também realizamos um ensaio 

de infecção de unha humana. O RNA-seq revelou 541 genes modulados em 3 h e 1.569 genes 

modulados em 12 h de cultivo na presença de SRT. Identificamos alguns genes 

possivelmente relacionados ao efluxo da SRT e sugerimos alvos terapêuticos promissores 

em alguns componentes da parede celular. SRT sozinha, ou em combinação com CASP, 

exibiu atividade antifúngica contra T. rubrum. A combinação SRT/CASP reprime genes 

essenciais relacionados à virulência e resistência. A SRT tem como alvos prioritários genes 

envolvidos na biossíntese da parede celular e do ergosterol. Além disso, a atividade 

metabólica do biofilme de T. rubrum e sua biomassa foram afetadas pela SRT e pela 

combinação de SRT e CASP. SRT sozinha, ou em combinação, mostra potencial como uma 

abordagem para minimizar a resistência e reduzir a virulência fúngica. 

 

 

Palavras-chave: Trichophyton rubrum; Dermatófito; Sinergismo; Resistência antifúngica; 

Sertralina; Caspofungina e Biofilme. 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Rocha, C.H.L. Synergistic activity of the antidepressant sertraline associated with 

caspofungin against Trichophyton rubrum and assessment of adaptive response 

mechanisms. 2023. Tese (Genética) – Faculdade de Medicina da USP de Ribeirão Preto, 

Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto – SP. 

 

Fungal infections in humans have increased in incidence, especially in immunocompromised. 

Trichophyton rubrum is the most prevalent fungus in dermatophytosis. The climate 

conditions, cultural factors, population migration patterns, and even the population's 

socioeconomic level are some features that determine the development of infections caused 

by dermatophytes. Few therapeutic options exist for treatments of these infections that act in 

limited cellular targets. In addition, the fungi develop mechanisms to resist the stress caused 

by the available antifungals. Thus, novel strategies aimed at controlling this pathogen are 

being investigated. In this context, assuming that sertraline (SRT) has been explored for its 

antifungal properties, we aimed to evaluate alterations in the expression of genes related to 

the adaptation mechanism and resistance in T. rubrum. For this, we performed high-

throughput sequencing of RNA after T. rubrum was cultivated in the presence of a sublethal 

dose of SRT. We also aimed to investigate the antifungal activity of the antidepressant 

sertraline (SRT), alone or in combination with caspofungin (CASP). We calculated the 

minimum inhibitory concentrations of SRT and CASP against T. rubrum. Furthermore, a 

broth microdilution chequerboard evaluated interactions between SRT and CASP. We used 

MTT and violet crystal assays to compare the effect of SRT alone and in combination with 

CASP on T. rubrum biofilms. We also performed a human nail infection trial. RNA-seq 

showed 541 genes modulated at 3 h and 1,569 genes modulated at 12 h. We identified some 

genes possibly related to the efflux of the SRT and suggested therapeutic targets promising 

in some wall cell components. SRT, alone or combined with CASP, exhibited antifungal 

activity against T. rubrum. The combination of SRT/CASP represses essential genes related 

to virulence and resistance. SRT targets genes involved in the biosynthesis of cell wall and 

ergosterol. Furthermore, the metabolic activity of the T. rubrum biofilm and its biomass were 

affected by SRT and the combination of SRT and CASP. SRT, alone or in combination, 

shows the potential to minimize resistance and reduce fungal virulence. 

 

 

Keywords: Trichophyton rubrum; Dermatophyte; Synergism; Antifungal resistance; 

Sertraline; Caspofungin and Biofilm. 
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1. Introdução 

 

1.1 As dermatofitoses e T. rubrum 

 

As infecções fúngicas em humanos vem adquirindo crescente importância 

especialmente em pacientes imunodeprimidos (Korecka et al., 2021; Seagle et al., 2021; 

Spallone and Schwartz, 2021; Zeeshan et al., 2023). Uma das infecções fúngicas mais 

prevalentes são as dermatofitoses, que acometem tanto indivíduos imunocompetentes quanto 

imunocomprometidos. Essas infecções são causadas por uma classe de patógenos 

denominados dermatófitos, que obtêm nutrientes de tecidos queratinizados, como cabelo, 

pele e unhas (Martinez-Rossi et al., 2021). Os dermatófitos são fungos primários, ou seja, 

não oportunistas, que são divididos em espécies antropofílicas, zoofílicas e geofílicas. Os 

antropofílicos estão associados principalmente aos seres humanos e raramente infectam 

outros animais (Martinez-Rossi et al., 2018; Moskaluk and Vandewoude, 2022). 

Desde 2017 as relações taxonômicas desses dermatófitos veem sendo reagrupadas e 

atualmente as espécies estão organizadas em sete gêneros:  Trichophyton, Microsporum, 

Epidermophyton, Arthroderma, Lophophyton, Nannizzia e Paraphyton. Estima-se que esses 

grupos de dermatófitos afetem aproximadamente 25% da população mundial, sendo que 30 

a 70% dos adultos agem como portadores, mas não apresentam manifestações clínicas (De 

Hoog et al., 2017). O clima úmido e as temperaturas elevadas das regiões tropicais e 

subtropicais, além do modo de vida como a falta de higiene adequada, a estrutura 

socioeconômica e o convívio com um grande número de pessoas, contribuem para o alto 

índice de dermatofitoses (Jain et al., 2020; Martinez-Rossi et al., 2021).  

As lesões causadas pelos dermatófitos, podem não levar a condições graves em um 

primeiro momento, mas causam muito desconforto, podendo evoluir para feridas que geram 

constrangimento estético. São lesões circulares, eritematosas e pruriginosas. São 

classificadas de acordo com o sítio anatômico de infecção: tinea pedis (pé), tinea corporis 

(corpo) tinea carpitis (cabelo) e tinea unguium (unha), sendo que esta última também pode 

ser denominada onicomicose (Ran et al., 2015; Velásquez et al., 2019; Gupta and 

Venkataraman, 2022; Moseley et al., 2023). 
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Apesar de fungos dermatófitos causarem principalmente infecções dérmicas 

cutâneas, em alguns casos, podem provocar infecções mais profundas, além da camada 

queratinizada da pele (Yun et al., 2022). De forma invasiva, essas infecções provocam 

diferentes tipos de lesões subcutâneas e profundas, causando condições graves, disseminadas 

para órgãos internos, que podem levar a um problema de saúde pública (Hu et al., 2023; 

Simonsen et al., 2023). 

Em sua imensa maioria, as dermatofitoses são predominantemente causadas por 

Trichophyton rubrum (Martinez-Rossi et al., 2018; Petrucelli et al., 2019; Martinez-Rossi et 

al., 2021). É um dermatófito pertencente a um complexo clinicamente relevante, que 

apresenta uma variedade de fenótipos, mas mostra relativamente poucas diferenças genéticas, 

sendo cada vez mais prevalente na América do Norte, Europa, Austrália e Leste Asiático 

(Cornet et al., 2021). É uma espécie frequentemente isolada de infecções em unhas, 

principalmente em hospedeiros humanos imunocomprometidos (Song et al., 2022; Navarro-

Pérez et al., 2023).  

T. rubrum é uma espécie que apresenta estruturas morfológicas bem características, 

com hifas multisseptadas e de crescimento lento (Figura 1). Quando é cultivado em meio 

sólido apresenta uma coloração branca, com aspecto cotonoso. O reverso de uma placa 

contendo colônias de T. rubrum apresenta uma pigmentação bem clássica, vermelho escura, 

em decorrência de pigmentos produzidos pelo fungo e que acabam se difundindo no meio de 

cultura (Figura 2) (Cornet et al., 2021).  

 

Figura 1: Morfologia de T. rubrum. A: Microscopia de luz de T. rubrum corado com azul 

de algodão destacando suas hifas septadas hialinas. B: Microconídios típicos. Fonte: 

Disponível em: http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2012/02/trichophyton-rubrum.html.  

http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2012/02/trichophyton-rubrum.html
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Figura 2: Colônias de T. rubrum cultivadas em meio sólido (Agar extrato de malte) com 

coloração branca, e com aspecto cotonoso (A) e o reverso da placa apresenta cor vermelho 

escuro (B). Fonte: Próprio autor 2023. 

 

1.2 Relação patógeno-hospedeiro e T. rubrum 
 

A patogênese das infecções por T. rubrum e pelos demais dermatófitos envolve 

alguns fatores que incluem a sua capacidade de adesão a um substrato, a supressão da 

resposta inflamatória, a produção de metabólitos com atividade imunomoduladora e a 

capacidade de sobreviver em diferentes condições ambientais. Esses mecanismos permitem 

que o fungo se estabeleça, se multiplique e cause infecções persistentes (Gupta et al., 2021).  

A adesão aos substratos específicos como pele e unha é a primeira etapa da infecção. 

T. rubrum possui uma variedade de receptores que iniciam a infecção; ele adere a célula do 

hospedeiro através de glicoproteínas, proteínas presentes na parede celular dos fungos que 

são cruciais para a fixação inicial, também denominadas adesinas (Kar et al., 2019). Essas 

glicoproteínas se ligam aos resíduos de manose e galactose presentes na superfície da célula 

hospedeira, uma estratégia para não ser eliminado juntamente com a descamação do epitélio. 

Posteriormente ocorre a germinação dos artroconídios e as hifas entram rapidamente na 

estrutura hospedeira a ser infectada (Sardana et al., 2021). 

Durante a infecção, os principais mecanismos de defesa do hospedeiro incluem 

descamação da pele, diminuição da umidade, pH da pele, temperatura elevada e ácidos 

graxos (Martinez-Rossi et al., 2017; Celestrino et al., 2021). Em contraste, T. rubrum 

desenvolve respostas adaptativas para superar esses desafios (Mendes et al., 2018). Ele 

modula a resposta imune do hospedeiro, causa lesões leves com inflamação mínima ou 

persistem por tempo suficiente para se tornarem crônicos. Além disso, esse patógeno tem a 

capacidade de reduzir a produção de citocinas pró inflamatórias (Celestrino et al., 2021). T. 

rubrum pode causar infecções crônicas, através da liberação de glicopeptídeos que 
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possivelmente inibem a proliferação de linfócitos T, suprimindo assim a imunidade do 

hospedeiro (Sardana et al., 2021). Além disto, o mutante ap1 de T. rubrum cresce mais que 

a linhagem selvagem em fragmentos de unhas humanas ou em queratinócitos. Estes dados 

sugerem que o gene ap1+ controla negativamente a virulência e contribui para a cronicidade 

de T. rubrum, principalmente nas onicomicoses (Peres et al., 2022). 

Assim que o fungo se instala no hospedeiro, busca nutrientes para o seu crescimento. 

Para isso, conta com auxílio das permeases, enzimas da parede celular e da secreção de uma 

variedade de enzimas hidrolíticas, como as nucleases, queratinases, lipases, fosfatases, 

fosfolipases (Nenoff et al., 2014; Elavarashi et al., 2017; Zhan et al., 2018; Chen et al., 2023). 

Essas enzimas são críticas no estabelecido da infecção por T. rubrum, pois auxiliam na 

invasão dos tecidos (Cruz et al., 2022). No caso específico de T. rubrum, uma resposta ao 

pH ambiental acontece. A quebra da queratina e sua posterior utilização como fonte de 

carbono, resulta em metabólitos que modificam o pH do ambiente para alcalino. Neste 

ambiente, ocorre transcrição de genes que codificam proteases cuja atividade ótima é em pH 

alcalino (Martinez-Rossi et al., 2017). Ademais, enzimas proteolíticas inespecíficas e 

queratinases são desreprimidas, fenômeno que também pode estar diretamente relacionado 

com a resposta ao pH, que na pele humana é ácido. Essa resposta transcricional ao pH é 

governada por uma via conservada de transdução de sinal, regida pelo fator de transcrição 

PacC/Rim101p, e também relacionada com outros eventos metabólicos (Silveira et al., 

2010). 

Outra adaptação de T. rubrum ao invadir o tecido hospedeiro, é a superexpressão de 

várias proteínas de choque térmico (HSPs). Essas proteínas são responsivas ao calor e aos 

desafios ambientais, entre eles o tratamento com drogas antifúngicas e o estresse oxidativo 

(Sardana et al., 2021).  A presença dessas proteínas em fungos, geralmente estão associadas 

a patogenicidade, transição de fase em fungos dimórficos e resistência a drogas antifúngicas 

(Jacob et al., 2015). Em T. rubrum quando cultivado em unhas humanas e in vitro, por 

exemplo, observa-se uma expressão aumentada dos genes hsp60, hsp70 e hsp78, e quanto T. 

rubrum é cultivado na pele, a hsp70, hsp90, e alguns genes relacionados, hsf1 e hspSSc1 são 

superexpressos (Martinez-Rossi et al., 2017).  
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1.3 Tratamento das infecções fúngicas  

 

O tratamento das infecções por T. rubrum é desafiador, porque apenas algumas 

opções terapêuticas, como azóis e alilaminas que interferem na via de biossíntese do 

ergosterol, estão disponíveis (Li et al., 2021). Além disso, o tratamento é longo e caro e vários 

casos de resistência antifúngica vem sendo relatados (Perlin et al., 2017; Khan et al., 2022; 

Mohammadifard et al., 2022; Branco et al., 2023; Martinez-Rossi et al 2021).   

Apesar disto, os medicamentos azólicos, por exemplo, ainda têm sido bastante 

utilizados no tratamento de dermatofitoses (Khurana et al., 2019). Esses compostos atuam na 

biossíntese do ergosterol, mais precisamente na enzima que converte lanosterol em ergosterol 

(Figura 3), no estágio de desmetilação, uma reação oxidativa que ocorre em três etapas 

catalisada pela enzima citocromo P450 – 14α-lanosterol, codificada por ERG11 em leveduras 

como Candida albicans e Cryptococcus neoformans e por cyp51A e cyp51B em alguns 

fungos filamentosos como em Aspergillus fumigatus (Khurana et al., 2019; Shafiei et al., 

2020).  

O ergosterol é um componente fundamental da membrana e contribui com diversas 

funções celulares, principalmente para fluidez e a integridade, sendo importante para o 

crescimento e proliferação celular (Petrucelli et al., 2019; Choy et al., 2023). Esse 

mecanismo de ação dos azóis causam o acúmulo de esteróis intermediários, que podem ser 

desviados para uma via metabólica alternativa, prejudicando ainda mais a célula 

(Bhattacharya et al., 2018).  

Esse acúmulo de esteróis intermediários e tóxicos, que perturbam a estabilidade da 

membrana é um mecanismo que também está associado ao surgimento da resistência. Ele 

permite a sobrevivência de populações fúngicas, um efeito tipicamente fungistático e, 

juntamente com o uso extensivo de azóis, resulta em resistência generalizada (Robbins et al., 

2017; Ganesan et al., 2022). Outro mecanismo bastante comum e que permite o surgimento 

de cepas resistentes, é consequência de mutações no gene que codifica o alvo do fármaco, 

reduzindo a ligação com esse alvo e, portanto, a eficácia do fármaco (Robbins et al., 2017). 

Esse mecanismo é frequentemente observado na resistência aos azóis (Ahangarkani et al., 

2020; Li et al., 2023).  

 



I n t r o d u ç ã o | 22 

 

 

Figura 3: Mecanismos de ação dos medicamentos azólicos e alilaminas na via da biossíntese 

do ergosterol. Os azólicos atuam na enzima que converte lanosterol em ergosterol, que é 

codificada pelo gene Erg11 ou Cyp51. Alilaminas atuam na enzima esqualeno epoxidase, 

que é codificada pelo gene Erg1. Erg5 e Erg4 são genes críticos na conversão de ergostrienol 

em ergosterol. Fonte: Próprio autor 2023.  

 

Outra possibilidade, é através de uma chaperona molecular a Hsp90, que os fungos 

utilizam para regular a estabilidade e a ativação de diversas proteínas, possibilitando uma 

maior tolerância aos antifúngicos e como consequência gerando resistência, especialmente 

aos azóis (Fu et al., 2022). A adaptação a diversas perturbações ambientais, também é uma 

aliada a resistência fúngica, em diversas espécies (Robbins et al., 2017). Outro processo, é o 

aumento da expressão de um alvo de droga que também pode conferir resistência (Paul et al., 

2019). 

A problemática da resistência fúngica é constante e extremamente urgente. É um 

fenômeno crítico e evolutivo observado em diversas espécies fúngicas, que proporciona aos 
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fungos a capacidade de tolerar e se adaptar aos fármacos destinados à sua inibição (Martins-

Santana et al., 2023). Especificamente em T. rubrum, essa adaptação é modulada e 

orquestrada por diversos fatores que sustentam também a virulência, como a expressão de 

genes envolvidos na interação patógeno-hospedeiro e a ativação de mecanismos 

compensatórios (Martins et al., 2016; Martins et al., 2020). 

Recentemente um trabalho realizado no Japão demonstrou os primeiros isolados de 

T. rubrum resistentes a itraconazol, nesse país (Hiruma et al., 2023). Outro trabalho mostrou 

que T.  rubrum está presente em feridas crônicas de pacientes diabéticos, uma condição que 

favorece a resistência fúngica (Ge and Wang, 2022). Uma cepa multirresistente de T. rubrum 

foi isolada de um paciente com tinea corporis recorrente. Nesse trabalho, foi identificado um 

aumento na expressão de genes que codificam proteínas transportadoras, uma forte evidência 

da resistência intimamente associadas à azóis (Kano et al., 2022). 

Atualmente os relatos de resistência aos medicamentos azólicos só aumentam 

(Khurana et al., 2019; Gupta et al., 2021; Kano et al., 2022; Yamada et al., 2022). Um caso 

muito interessante foi descrito em um trabalho realizado com cepas do complexo interdigital 

de Trichophyton mentagrophytes. Nesse estudo, foi quantificado o conteúdo de ergosterol de 

duas cepas, uma resistente e uma outra cepa de referência, sem resistência. A cepa padrão de 

T. mentagrophytes tinha metade do conteúdo de ergosterol que a cepa resistente. Além disso, 

através de uma análise genômica, constatou-se mutações nos genes SQLE, ERG4, ERG11, 

MDR1, MFS e uma nova mutação no ERG3 (Bhattacharyya et al., 2023). Outros trabalhos 

realizados com outros patógenos, Aspergillus e Candida, já vem demonstrando casos de 

resistência aos antifúngicos mais recentes, como posaconazol e voriconazol. Além disso, 

esses fungos também desenvolveram resistência a azóis clássicos, como itraconazol e 

fluconazol (Gupta et al., 2021).  

O maior representante das alilaminas contra dermatófitos, é a terbinafina (TRB), um 

fármaco bastante utilizado contra a maioria das dermatofitoses, onicomicoses e até micoses 

sistêmicas (Lipner and Scher, 2019; Pinto et al., 2021). Contra T. rubrum é bastante 

recomendada, além de ser usada para tratamento de outras doenças fúngicas, como pitiríase 

versiculor e candidíase cutânea (Dall'oglio et al., 2022; Shen et al., 2022). A TRB atua 

através da inibição da enzima esqualeno epoxidase (SQLE), bloqueando a síntese de 2,3 
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óxido esqualeno, o que consequentemente leva ao acúmulo de esqualeno e depleção de 

ergosterol (Lipner and Scher, 2019; Maxfield et al., 2023).  

 A resistência a TRB pode acontecer devido a mutações no gene da esqualeno 

epoxidase, do aumento da expressão desse gene alvo da droga, resistência natural e, assim 

como a resistência aos azóis, também pode ocorrer devido a atuação das bombas de efluxo 

(Astvad et al., 2022; Khurana et al., 2022; Shen et al., 2022). Recentemente um caso 

intrigante de multirresistência natural de Trichophyton indotineae à TRB foi detectado na 

China (Jia et al., 2023). Ainda no contexto atual, outro trabalho identificou a ocorrência de 

dermatofitoma causado por T. rubrum resistente à TRB em um paciente com diabete tipo 2 

(Noguchi et al., 2022).  

 Com os trabalhos publicados atualmente, fica bastante claro que a principal causa de 

resistência dos dermatófitos, incluindo T. rubrum à TRB são as mutações no gene que 

codifica a esqualeno epoxidase (Hsieh et al., 2019; Ebert et al., 2020; Kong et al., 2021; 

Burmester et al., 2022). Um trabalho realizado recentemente na Dinamarca, mostrou uma 

grande preocupação com o número crescente de isolados de Trichophyton resistentes à TRB, 

devido principalmente a mutações no gene da SQLE. Os autores concluíram nesse estudo, 

que a maioria dos isolados de T. rubrum e T. mentagrophytes/interdigitale possuíam 

mutações nesse gene que consequentemente refletia na resistência desses isolados (Astvad et 

al., 2022).  

 Um trabalho pioneiro demonstrou um novo mecanismo de resistência a TRB em 

fungos dermatófitos. Nesse trabalho, foi construída uma cepa de T. rubrum com múltiplas 

cópias do gene que codifica a salicilato 1-monooxigenase (salA). Essa cepa apresentou 

aumentada expressão de salA e resistência a TRB, demonstrando a importância deste gene  

na resistência de T. rubrum a esse fármaco (Santos et al., 2018). Apesar de ser um mecanismo 

que até então não havia sido descrito, a resistência a TRB mediada por SalA já tinha sido 

sugerida pela primeira vez em Aspergillus nidulans (Graminha et al., 2004). 

 

1.4 Caspofungina 

 

Outro medicamento bastante utilizado contra infecções fúngicas, principalmente 

contra o gênero Candida é a CASP, pertencente a classe das equinocandinas (Figura 4) (Itoh 
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et al., 2022; Badiee et al., 2023; Thompson et al., 2023). CASP é um dos mais recentes 

antifúngicos desenvolvidos para a terapia clínica (Sucher et al., 2009). Seu espectro de 

atuação tem sido bastante estudado, mas apenas alguns trabalhos relatam sua eficiência 

contra fungos filamentosos, incluindo os dermatófitos (Colabardini et al., 2022; Szymański 

et al., 2022; Zhao et al., 2022; Fortes et al., 2023). 

Recentemente um trabalho demonstrou que CASP apresentou excelentes resultados 

contra diversos dermatófitos, especialmente do gênero Trichophyton: T. mentagrophytes, T. 

rubrum, Trichophyton tonsurans, Trichophyton violaceum, e Trichophyton benhamiae 

(Badiee et al., 2023). Contra o gênero Microsporum CASP também demonstrou resultados 

promissores, necessitando baixas concentrações para inibir algumas espécies desse gênero 

(Katiraee et al., 2021). A atividade de CASP também foi demonstrada contra isolados 

clínicos de dermatófitos. Nesse estudo realizado com 100 pacientes com tinea capitis, CASP 

apresentou uma atividade considerável contra Microsporum canis, Microsporum gypseum e 

Microsporum audouinii, apesar de ter sido menos eficiente que outros antifúngicos (Doss et 

al., 2018).   

 

 

Figura 4: Estrutura molecular da caspofungina (CASP). Fonte: Disponível em 

https://go.drugbank.com/structures/DB00520/image.svg.  

 

O mecanismo de ação da CASP, assim como as demais equinocandinas, é através da 

inibição da enzima beta-(1,3)-D-glucana sintase, que é um componente essencial na 

formação da parede celular fúngica (Szymański et al., 2022). CASP não é substrato para 

transportadores multidrogas em algumas espécies. Dessa forma, um dos principais 

https://go.drugbank.com/structures/DB00520/image.svg
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mecanismos de resistência está relacionado com a aquisição de mutações no gene FKS 

(Accoceberry et al., 2019; Hirayama et al., 2023; Memon et al., 2023). Esse fenômeno ocorre 

devido as substituições de aminoácidos em regiões pontuais na subunidade catalítica de 1,3-

β-D-glucana sintase, um produto do gene FKS (Fayed et al., 2021). Em um trabalho 

publicado em 2021 os autores sugeriram que uma ATPase do tipo P e a biossíntese de 

ubiquinona metiltransferase podem estar envolvidas na resistência de Aspergillus flavus a 

CASP (Yassin et al., 2021). Em A. fumigatus, ocorre o chamado efeito paradoxal da CASP, 

um fenômeno existente quando o fungo é exposto a altas concentrações de CASP, também 

associado com a evolução da resistência as drogas (Valero et al., 2020).  

Assim, apesar de CASP ser um fármaco relativamente novo no mercado, comparada 

a outros antifúngicos, os casos de resistência já estão sendo descritos (Papon and Goldman, 

2021; Moreira-Walsh et al., 2022; Perrine-Walker, 2022; Wang et al., 2023). Recentemente 

foi demonstrado a ocorrência de splicing alternativo em T. rubrum em resposta a CASP, uma 

resposta pós-transcricional altamente relacionada ao estresse causado por drogas antifúngicas 

(Lopes et al., 2022).  

O combate as infecções fúngicas torna-se a cada dia um verdadeiro desafio. Aliado a 

toda essa problemática da resistência fúngica, poucas opções terapêuticas e alvos limitados, 

ainda existem os biofilmes. Estes são complexos de população celulares geralmente fixados 

a uma superfície, que contribuem para a resistência as drogas, principalmente por 

dificultarem a sua penetração. Essas estruturas complexas se manifestam na forma de uma 

matriz extracelular, caracterizada por heterogeneidade metabólica e genes relacionados à 

bomba de efluxo superexpressos (Pereira, 2021; Kaur and Nobile, 2023; Ramage et al., 

2023). 

 

1.5 Biofilmes 

 

 Praticamente qualquer microrganismo é capaz de formar um biofilme (Figura 5). 

Essas estruturas podem ser caracterizadas como sendo uma coleção de organismos, como 

bactérias, fungos, vírus, protozoários e outros microrganismos (Mishra et al., 2023). 

Biofilmes são tridimensionais e complexos, podem ser formados por uma comunidade de 

uma única espécie ou de várias espécies aderidas a superfícies abióticas ou tecidos vivos, 
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envolvidas em uma substância polissacarídica extracelular, a matriz extracelular, que fornece 

proteção (Pereira, 2021). Os biofilmes promovem a tolerância a altas concentrações de 

antifúngicos (Kaur and Nobile, 2023). Assim, para inibir biofilmes fúngicos são necessárias 

concentrações de antifúngicos muito maiores do que as concentrações inibitórias mínimas 

(CIMs) que normalmente inibem células planctônicas (Liu et al., 2022). 

Os biofilmes têm sido bem caracterizados em bactérias e leveduras como Candida 

ssp, no entanto, alguns trabalhos já vêm caracterizando biofilmes em fungos filamentosos 

(Diban et al., 2023; Khari et al., 2023; Markantonatou et al., 2023). Biofilme de dermatófitos 

foi demonstrado pela primeira vez em cepas referência de T. rubrum e T. mentagrophytes 

(Costa-Orlandi et al., 2014).   

 

 

Figura 5: Esquematização da formação, maturação e proliferação de biofilmes de fungos 

filamentosos. Fonte: Próprio autor 2023. 

 

A formação de biofilme também já foi investigada em fragmentos de unha infectados 

por vários isolados dermatófitos: T. rubrum, T. tonsurans, T. mentagrophytes, M. canis e M. 

gypseum (Brilhante et al., 2017). 
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Para iniciar a formação de um biofilme o processo de adesão é primordial, por isso a 

células fúngicas acabam superexpressando proteínas essenciais como as adesinas, que 

aderem a um determinado substrato. Em um segundo momento, ocorre a proliferação dessas 

células, o aparecimento das hifas e por fim a formação da matriz extracelular (Pereira et al., 

2021; Markantonatou et al., 2023).  

 Os biofilmes dificultam a penetração de antifúngicos, pois estruturalmente, constitui 

uma densa rede de mistura de formas morfológicas, células de levedura, hifas, pseudo-hifas 

e hifas vegetativas multinucleadas ramificadas interconectadas e possuem uma matriz 

extracelular bastante heterogênea, com um metabolismo extremamente dinâmico (Lohse et 

al., 2018; Morelli et al., 2021; Nett and Pohl, 2021).  

A matriz de A. fumigatus, por exemplo, contém α-glucanas abundantes, que também 

estão entre os principais polissacarídeos da parede celular. Essa matriz também é composta 

principalmente por estruturas que medeiam o processo de resistência, como as proteínas de 

adesão, DNA extracelular, polióis, lipídios e exopolissacarídeos, incluindo galactomanana e 

galactosaminogalactana (Reichhardt et al., 2019; Kowalski et al., 2020).  

 Diante de todas essas estratégias que os fungos desenvolvem para resistir ao 

tratamento, como a degradação de drogas, superexpressão de genes, mutações em genes alvo, 

transportadores de múltiplas drogas e entre outros, a resistência torna-se uma problemática 

emergente para todas as infecções geradas por fungos, em especial pelos dermatófitos 

(Martinez-Rossi et al., 2021). Dessa forma, o rastreamento e a identificação de compostos 

com atividade antifúngica são urgentemente necessários (Wang et al., 2023). 

 

1.6 SRT e combinações farmacológicas 

 

SRT (Figura 6) é um antidepressivo muito usado contra vários transtornos 

psiquiátricos, sendo considerado um fármaco de primeira linha para o tratamento dessas 

alterações em todo o mundo (Szuhany and Simon, 2022).  Em mamíferos esse antidepressivo 

inibe seletivamente a receptação da serotonina, bloqueando o transportador 5-

hidroxitriptamina (5-HT) (Lochmann and Richardson, 2019). Além de seu uso como 

antidepressivo, o reposicionamento da SRT também tem sido bastante explorado em 
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promissoras terapias (Baú-Carneiro et al., 2022; Kutkat et al., 2022; Tseng et al., 2022; Wang 

et al., 2023).  

 

 

Figura 6: Estrutura molecular da sertralina (SRT). Fonte: Disponível em: 

https://go.drugbank.com/drugs/DB01104.  

 

O reposicionamento de fármacos é uma alternativa bastante válida, principalmente 

para os tratamentos das infecções fúngicas (Martinez-Rossi et al., 2018). A possibilidade de 

usar um medicamento existente no mercado contra uma outra enfermidade tem várias 

vantagens, como por exemplo, a toxicidade e a farmacocinética, já foram estabelecidas. 

Reposicionar um fármaco é ganhar tempo e diminuir os custos necessários para o 

desenvolvimento de uma nova formulação (Rossi et al., 2021). E no contexto da resistência 

fúngica, é importante redirecionar drogas já existentes, não antifúngicas, mas com um 

potencial antifúngico, possibilitando descobertas importantes que gerem alternativas para o 

tratamento das infecções (Zhang et al., 2021).  

SRT tem sido explorada por suas propriedades antifúngicas (Katende et al., 2019; 

Villanueva-Lozano et al., 2019; Villanueva-Lozano et al., 2020). O primeiro uso de SRT 

demonstrando sua capacidade de inibir fungos patogênicos foi em 2001, quando três 

pacientes com transtorno disfórico pré-menstrual e candidíase vulvovaginal recorrente 

(CVV) foram tratadas com SRT. Os sintomas clínicos de CVV desapareceram durante a 

terapia com SRT, e esse antidepressivo atuou como fungicida para todos os fungos testados: 

isolados de C. albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis (Lass-Flörl et al., 2001).  

  Recentemente um trabalho relatou que a SRT induz a formação de gotículas lipídicas 

superdimensionadas em C. neoformans, C. albicans, Saccharomyces cerevisiae e A. 

https://go.drugbank.com/drugs/DB01104
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fumigatus (Breuer et al., 2022). SRT exibe atividade antifúngica contra a maioria dos 

isolados clínicos de Cryptococcus in vitro (Treviño-Rangel et al., 2016; Boulware et al., 

2020).  Além disso, contra essa levedura SRT apresenta uma peculiaridade, que auxilia na 

sua eficácia contra o fungo, ela penetra efetivamente na barreira hematoencefálica e se 

acumula em altas concentrações no sistema nervoso central, extremamente afetado em casos 

graves de criptococose (Nedahl et al., 2018).  

 Contra as espécies do gênero Candida, vários trabalhos relatam a atividade de SRT 

contra biofilmes (Rodrigues et al., 2023). SRT reduz o metabolismo do biofilme em Candida 

krusei e Candida parapsilosis e a biomassa do biofilme em C. glabrata (Oliveira et al., 2018). 

Contra Candida auris, um patógeno emergente nos últimos anos, a SRT demonstrou-se muito 

promissora, inibindo a conversão da levedura em hifas, a formação de biofilme, reduzindo a 

porcentagem de ergosterol e atuando diretamente na esterol 14 alfa demetilase, enzima 

envolvida na biossíntese do ergosterol (Gowri et al., 2020). 

 De forma pioneira um estudo avaliou a atividade antifúngica da SRT contra A. 

fumigatus em um modelo alternativo usando Galleria mellonella e em um modelo murino de 

aspergilose pulmonar invasiva. Os resultados em conjunto, também indicaram a possível 

opção promissora de SRT para o tratamento adjuvante da aspergilose pulmonar (Treviño-

Rangel et al., 2019). Um trabalho do nosso grupo, também demonstrou o efeito da SRT em 

em T. rubrum. Nesse fungo, SRT afetou a sinalização celular e o metabolismo. Além disso, 

identificamos que SRT pode alterar a expressão de genes envolvidos na manutenção da 

parede celular fúngica e estabilidade da membrana plasmática (Galvão-Rocha et al., 2023). 

 SRT então, representa uma alternativa no tratamento das infecções fúngicas. 

Ademais, para melhorar sua atividade, vários trabalhos sugerem a possibilidades de 

combinações da SRT com antifúngicos comerciais, o que representaria uma abordagem 

terapêutica promissora que aumentaria a eficácia terapêutica (Katende et al., 2019). Essa 

abordagem vem sendo bastante utilizada, porque possibilita superar a resistência antifúngica, 

diminuir os efeitos tóxicos dos antifúngicos utilizados e aumentar a eficiência dos compostos 

testados, especialmente se os mecanismos de ação forem diferentes (Jafri and Ahmad, 2020; 

Jiang et al., 2022; Rossato et al., 2022).  

 Desde a descoberta do potencial antifúngico de SRT até o cenário atual, alguns 

trabalhos foram realizados para mostrar interações sinérgicas entre SRT e outros compostos. 
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Interações sinérgicas entre SRT e micafungina ou voriconazol foram obtidas contra isolados 

clínicos de C. auris (Alanís-Ríos et al., 2022). Ensaios com C. neoformans evidenciaram a 

atividade antifúngica da SRT, seja em monoterapia ou em combinação sinérgica com 

fluconazol (Breuer et al., 2022). Além disso, SRT exibiu efeitos sinérgicos com CASP contra 

células planctônicas de Trichosporon asahii (Cong et al., 2016). 

 A combinação de SRT e anfotericina B apresentou sinergismo contra a 

neurocriptococose (Rossato et al., 2016). Combinações de fluconazol com SRT mostraram 

efeito sinérgico promissor contra cepas resistentes de C. glabrata (Alkhalifa et al., 2022).  

SRT e paroxetina também foram sinérgicos contra seis isolados de Candia ssp (Tekintaş et 

al., 2020). Assim, SRT sozinha, ou em combinação com alguns antifúngicos, apresenta-se 

como uma abordagem promissora para minimizar a resistência e reduzir a virulência. 
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2. Justificativa  

 

T. rubrum é o dermatófito predominante nos casos de dermatofitoses em todo mundo, 

inclusive no Brasil (Martinez-Rossi et al., 2021; Mularoni et al., 2022; Yun et al., 2022). A 

grande problemática no tratamento das infecções causadas por este dermatófito é a resistência 

e a cronicidade (Branco et al., 2023). Neste fungo, responder adequadamente às mudanças 

ambientais é necessário para sobreviver ao estresse celular, como aqueles causados pela 

exposição a fármacos e neste sentido ele desenvolve diversos mecanismos de adaptação com 

circuitos complexos incluindo a interação entre moléculas de sinalização (Monod et al., 

2019; Martinez-Rossi et al., 2021). 

Em T. rubrum, os mecanismos moleculares relacionados com a resposta ao estresse, 

a tolerância ou resistência, são pouco conhecidos (Martinez-Rossi et al., 2018). Traçar o 

perfil de expressão de genes, fornece conhecimento para o desenvolvimento de novos 

fármacos e auxilia na compreensão dos processos envolvidos na resposta a um medicamento 

(Galvão-Rocha et al., 2023).  Encontrar novos compostos com atividade antifúngica e novos 

alvos moleculares torna-se necessário e, neste sentido o reposicionamento de fármacos e 

combinações sinérgicas com antifúngicos clássicos revela-se como uma estratégia 

promissora (An et al., 2023; Andriani et al., 2023).  

Nessa perspectiva, investigar uma interação sinérgica entre SRT e CASP em um 

dermatófito é uma abordagem bastante válida. Um trabalho pioneiro demonstrou o efeito de 

SRT associada a CASP contra uma levedura, o patógeno Trichosporon asahi (Cong et al., 

2016). Recentemente, outros trabalhos identificaram que CASP tem sua atividade antifúngica 

potencializada quando associada a fluconazol, posiconazol, anfotericina B, terbinafina e 

nicomicina Z, contra espécies do gênero Candida (Caballero et al., 2021; Su et al., 2022). 

Entretanto, a atividade de SRT e CASP contra dermatófitos ainda não estão bem definidas. 

 

3. Hipótese 

 

A combinação sinérgica de SRT com outros antifúngicos tradicionais constitui uma 

estratégia terapêutica contra T. rubrum e pode minimizar a ocorrência de mecanismos 

associados a resistência e adaptação. 



  O b j e t i v o s  e  E s t r a t é g i a s  | 34 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Objetivos e Estratégias 



  O b j e t i v o s  e  E s t r a t é g i a s  | 35 

 

4. Objetivos  

 

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antifúngica do antidepressivo sertralina (SRT), 

isoladamente ou em combinação com a caspofungina (CASP) contra T. rubrum. 

 

5. Estratégias  

 

✓ Determinar as concentrações inibitórias mínimas (CIM) de CASP e SRT, contra T. 

rubrum CBS 118892. 

 

✓ Analisar a ocorrência de sinergismo entre SRT e CASP contra T. rubrum. 

 

✓ A partir de um RNA-seq validado, identificar genes envolvidos na resistência e 

adaptação de T. rubrum a SRT. 

 

✓ Quantificar a expressão gênica por RT-qPCR de genes relacionados aos mecanismos 

de resistência e de adaptação de T. rubrum, após o tratamento com a SRT, CASP e 

combinação de SRT com CASP. 

 

✓ Verificar a formação do biofilme de T. rubrum in vitro e em fragmentos de unha. 

 

✓ Quantificar a atividade metabólica e a biomassa do biofilme de T. rubrum, após o 

tratamento com SRT, CASP ou combinação de SRT e CASP. 
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6. Material e Métodos  

 

6.1 Meios de cultivo: Extrato de malte (MEA), Sabouraud (SB)  e RPMI-1640 

 

 O MEA foi preparado utilizando 20 g de extrato de malte (Becton Dickinson, Franklin 

Lakes, NJ, EUA), 20 g de glicose (Becton Dickinson) e 1 g de peptona (Becton Dickinson) 

dissolvidos em 900 mL de água destilada (qsp). Após esse procedimento, o pH do meio foi 

ajustado para 5,7 e o volume final para 1000 mL. Após isso, acrecentou-se 20 g de ágar  na 

solução, que então foi autoclavada a 1 atm de pressão a 120 ºC. Para preparar o meio SB, foi 

utilizado 20 g de glicose (Becton Dickinson) e 10 g de peptona (Becton Dickinson). Esses 

componentes foram então adicionados em 900 mL de água destilada (qsp) e o pH ajustado 

para 5,7. O volume final da solução foi ajustada para 1000 mL. Em seguida, o SB foi 

autoclavado a 1 atm de pressão a 120 ºC. O meio RPMI foi preparado dissolvendo 10,4 g do 

meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) em 900 mL de água destilada. Após 

isso, o meio foi tamponado com ácido morfolinopropanossulfônico (MOPS) 0,165 M 

(Sigma-Aldrich), o pH ajustado para 7,0 e adicionado água destilada (qsp) para completar 

um volume final de 1000 mL. O meio foi então esterilizado utilizando um sistema de filtração 

com membrana de náilon de 22 µm (Sigma-Aldrich) e estocado a 4 °C. Para o ajuste do pH 

no preparo dos meios, foi utilizado hidróxido de sódio 1 M. A composição do meio RPMI é 

mostrada na tabela 1. 

 

Tabela 1: Composição do meio RPMI – 1640. 

Componentes Concentração 

(mg/L) 

Componentes Concentração 

(mg/L) 

L-Ácido 

aspártico 

 

20 Ácido para-

aminobenzóico 

1 

L-Ácido 

glutâmico 

 

20 Biótina 0,2 

L-Arginina 

 

200 Cloreto de colina 3 

L-Asparagina 

 

50 i-Inositol 35 

L-Cisteína 2 HCL 

 

65 Niacinamida 1 
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L-Fenilamina 

 

15 D-Pantotenato de cálcio 0,25 

Glicina 

 

10 Piridoxina HCL 1 

L-Glutamina 

 

300 Riboflavina 0,2 

L-Hidroxiprolina 

 

20 Tiamina HCL 1 

L-Histidina 

 

15 Vitamina B12 0,005 

L-Isoleucina 

 

50 Nitrato de cálcio 100 

L-Leucina 

 

50 Sulfato de magnésio 48,84 

L-Lisina HCL 

 

40 Cloreto de potássio 400 

L-Metionina 

 

15 Cloreto de sódio 6000 

L-Prolina 

 

20 Fosfato de sódio 

dibásico 

800 

L-Serina 

 

30 D-Glicose (Dextrose) 2000 

L-Treonina 

 

20 Glutationa 1 

L-Triptofano 

 

5 Vermelho de fenol 5 

L-Tirosina 2Na 

 

29   

L-Valina 

 

20   

Ácido Fólico 1   

 

6.2 Linhagem e condições de cultivo 

 

A cepa de T. rubrum, CBS118892 (Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Utrecht, 

Holanda), obtida de um paciente com onicomicose, foi cultivada em ágar extrato de malte 

por 35 dias a 28 °C, conforme descrito anteriormente  (Peres et al., 2016), para extração de 

RNA total. A suspensão fúngica foi preparada em NaCl 0,9% e a concentração de conídios 

foi estimada usando uma câmara de Newbauer. Aproximadamente 1 × 106 conídios foram 

adicionados a 100 mL de Sabouraud líquido (SB) seguido de incubação a 28 °C por 96 h sob 

agitação contínua. Os micélios resultantes foram então transferidos para 100 mL de SB na 
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presença de uma dose subletal (70 mg/L) de SRT (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA) 

para os experimentos de RNAseq. Para avaliar o efeito da combinação de SRT + CASP na 

expressão gênica, T. rubrum também foi cultivado na presença de uma combinação subletal  

de 0,273 mg/L SRT + 10,93 mg/L CASP (Merck Sharp & Dohme, São Paulo, SP, Brasil) e 

na presença desses valores de combinação separados, 0,273 mg/L SRT (SRTcs) e 10,93 mg/L 

CASP (CASPcs). O controle para todos os experimentos foi usado o fungo cultivado na 

ausência de drogas. Os cultivos foram incubados a 28 °C com agitação continua a 120 rpm 

por 3 h e 12 h. 

 

6.3 Concentração Inibitória Mínima (CIM)  

 

As CIMs foram obtidas de acordo com o método de referência M38-A recomendado 

pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), com as seguintes modificações: 100 

μL da suspensão de conídios, totalizando 6 × 104 conídios/mL, estimado usando uma câmara 

de Newbauer, foram adicionados a cada poço na placa de microtitulação de 96 poços. A 

concentração final de conídios foi ajustada para aproximadamente 3 × 104 conídios por poço 

em meio RPMI 1640 ou meio SB. SRT e CASP foram preparadas como soluções estoque em 

dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich): SRT (50.000 mg/L) e CASP (10.000 mg/L). Após 

isso, foi preparada uma diluição de SRT a 5.000 mg/L  e CASP a 1000 mg/L afim de reduzir 

a concentração final do DMSO, previnindo sua possível interferência nos experimentos.  

Diluições seriadas de SRT e CASP foram realizadas em meio RPMI, tamponado com 

ácido morfolinapropanossulfônico (MOPS) 0,165 M ou meio SB. As concentrações finais de 

SRT variaram entre 0,78–200 mg/L, enquanto as de CASP variaram entre 0,98–250 mg/L. 

As placas de ensaios que foram usadas para determinar as CIMs foram incubadas a 28 °C 

por sete dias. Os controles de crescimento foram realizados em poços contendo apenas a 

suspensão fúngica. Outro controle foi realizado em poços contendo apenas a suspensão 

fúngica e DMSO na concentração de 4%. As CIMs foram definidas por comparação com 

controles de crescimento realizados em poços contendo apenas suspensão fúngica e meio, 

com inibição completa do crescimento. Todos os experimentos foram realizados em triplicata 

biológicas e técnicas. 

 



  M a t e r i a l  e  M é t o d o s  | 40 

 

6.4 Interação entre SRT e CASP 

 

As interações entre SRT e CASP foram avaliadas usando o método chequerboard de 

microdiluição em caldo (CLSI). Esse método fornece uma matriz em “xadrez” que permite 

uma interação de todas as concentrações testadas de SRT e CASP, possibilitanto analisar 

diversas combinações, para classificá-las como sinérgicas ou não (Figura 7). Algumas 

modificações foram realizadas. A partir das soluções de 5.000 mg/L de SRT e 1000 mg/L de 

CASP foram realizadas diluições seriadas em meio RPMI, tamponado com ácido 

morfolinapropanossulfônico (MOPS) 0,165 M ou meio SB. As concentrações finais de SRT 

variaram entre 0,78–200 mg/L, enquanto as de CASP variaram entre 0,98–250 mg/L. As 

interações entre SRT e CASP foram quantificadas usando o índice de concentração inibitória 

fracionada (ICIF), obtido a partir da fórmula: ICIF = (Sc / S) + (Cc / C), onde Sc é a CIM de 

SRT combinada, S é a CIM da SRT obtida individualmente, Cc é a CIM da CASP combinada 

e C é a CIM da CASP obtida individualmente. As interações com ICIF ≤ 0,5, foram 

categorizadas como sinérgicas, com ICIF > 0,5 a ≤ 4,0 como indiferentes e ICIF > 4,0 foram 

categorizadas como antagônicas (Gómez-López et al., 2003).  

Os ICIFs foram calculados para todas as combinações possíveis de diferentes 

concentrações. Os resultados foram expressos como média de ICIFs. As placas de ensaios 

que foram usadas para determinar os ICIFs foram incubadas a 28 °C por sete dias. Conforme 

descrito para o cálculo dos CIMs, os controles de crescimento foram realizados em poços 

contendo apenas a suspensão fúngica e o meio e em poços contendo a suspensão fúngica e 

DMSO na concentração de 4%. As CIMs combinadas foram definidas por comparação com 

controles de crescimento realizados em poços contendo apenas suspensão fúngica e meio, 

com inibição completa do crescimento. Todos os experimentos foram realizados em 

triplicatas biológicas e técnicas. 
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Figura 7: Esquema da representação da microdiluição em xadrez para a obtenção das CIMs 

combinadas e dos ICIFs. As concentrações testadas para SRT foram colocadas nas colunas 

de 3 a 11 e as concentrações testadas para CASP foram colocadas nas linhas de A a G. A 

coluna 12 e a linha H foram usadas para obtenção da CIM de CASP e SRT, respectivamente. 

As concentrações foram dispostas em ordem decrescente. CC é controle de crescimento, 

CDM é controle do DMSO e CE controle de esterilidade. Os poços da linha C, das colunas 

1 e 2 e da linha F, das colunas 1 e 2, não foram utilizados no experimento. Fonte: Próprio 

autor 2023. 

 

6.5 Extração total de RNA  

 

O RNA total foi extraído de T. rubrum, cultivado na presença de SRT sozinha, CASP 

sozinha e SRT combinada com CASP, usando um kit de mini-isolamento Illustra RNAspin 

(GE Healthcare, Chicago, IL, EUA), com algumas adaptações. Os micélios foram macerados 

por meio de pulverização mecânica usando um almofariz e pilão em nitrogênio líquido até 

obter uma massa de micélio de aproximadamente 30 mg. O RNA foi extraido da massa 

resultante acrescentando 350 µL de solução de lise. Acrescentou-se então 3,5 µL de β-

mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) em cada amostra, levou-se ao vórtex por 10 s. O conteúdo 

foi transferido cuidadosamente para o sistema de filtração do kit (coluna roxa) e centrifugou-

se as amostras a 11.000 ×  g por 1 minutos a 4 ºC. Em seguida adicionou-se 350 µL de etanol 

(70%) gelado e o conteúdo foi levado ao vórtex novamente por duas vezes durante 5 s. 

Posteriormente o sobrenadante foi transferido para outro sistema de filtração do kit (coluna 

azul) e centrifugado a 8.000 × g por 30 s. O tubo coletor foi trocado e a coluna transferida 

para outro tubo. Acrescentou-se 350 µL de tampão dessalinizador (Desalting buffer ) e 

centrifugou-se a 11.000 × g por 1 minuto. Descartou-se o sobrenadante e acrescentou-se 95 
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µL de DNase I livre de RNase (Sigma-Aldrich) previamente preparada com tampão do kit 

(10 µL + 90 µL de DNase Reaction Buffer), no centro da coluna de filtração.  

O conteúdo foi deixado por 15 minutos em temperatura ambiente. Após isso, foi 

realizada uma lavagem com um tampão do kit (Wash Buffer I) e uma centrifugação a 11.000 

× g por 1 minuto. Novamente uma lavagem foi realizada com outro tampão do kit (Wash 

Buffer II) e em seguida centrifugou-se a 11.000 × g por 2 miuntos. Descartou-se o eluído e 

manteve-se a coluna. A coluna de centrifugação foi transferida para um tubo do kit e 

adicionado 40 µL de água deionizada livre de RNase. O conteúdo foi centrifugado a 11.000 

× g por 1 minuto. Descartou-se a coluna e o tubo com RNA foi utilizado na etapa seguinte. 

As amostra foram estocadas a -80 ºC para sua utilização posteriormente.  

 

6.6 Qualidade e integridade do RNA 

 

Após a extração, a concentração de RNA foi determinada por um NanoDrop. Com o 

intuito de verificar se o RNA extraído se encontrava livre de DNA contaminante, foi realizada 

uma reação de PCR seguida por eletroforese em gel de agarose 1,5 % (m/v), utilizando 

oligonucleotídeos que flanqueiam o gene que codifica a β-tubulina. O DNA genômico de T. 

rubrum foi utilizado como um controle de amplificação. Para certificação da qualidade e 

integridade das amostras, também foi realizada uma eletroforese microfluída e o resultado 

analizado em um bionalizador. Nesse equipamento, o resultado da quantificação da 

fluorescência é determinada por um índice denominado RIN (Integridade do RNA). O RIN 

é classificado em uma escala de 1 a 10 e quanto maior o valor maior a qualidade e integridade 

do RNA. As amostras que apresentaram RIN superiores a 7.0, foram classificadas como 

ideais para o uso.  

 

6.7 RNA-seq e análise de dados  

 

Uma alíquota de RNA de três réplicas biológicas independentes em cada ponto de 

tempo (3 e 12 h) de T. rubrum cultivado em 70% da CIM  de SRT  foi usada para realizar o  

sequenciamento em um sequenciador HiSeq 2000 (Illumina, San Diego, CA, EUA). Após 

obtenção dos dados brutos as sequências de baixa qualidade foram retiradas utilizando a 
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ferramenta FastQC. O Trimmomatic foi aplicado para remover adaptadores e outras 

sequências específicas do Illumina (Bolger et al., 2014). Em seguida, leituras de 

extremidades pareadas e trimadas foram alinhadas ao genoma de referência de T. rubrum 

(ftp://ftp.broadinstitute.org/pub/annotation/fungi) usando o alinhador STAR (Dobin et al., 

2013) e inspecionado com o software Visualizador de Genômica Integrativa (IGV) 

(Thorvaldsdóttir et al., 2013). A análise de expressão diferencial foi realizada utilizando o 

pacote DESeq do Bioconductor e manipulado no ambiente estatístico R (Love et al., 2014). 

O valor P ajustado de Benjamin-Hochberg foi definido como 0,05 (Benjamini and Hochberg, 

1995), e um corte de ± 1,5 log2 foi definido para revelar diferenças de expressão 

estatisticamente significativas. A categorização funcional foi realizada usando os termos do 

Gene Ontology (GO) atribuídos pelo algaritmo Blast2GO. As categorias altamente 

representadas foram determinadas pela análise de enriquecimento usando o algoritmo 

BayGO (Vêncio et al., 2006). 

 

6.8 Síntese de DNA complementar (cDNA) 

 

Após a verificação de ausência de contaminação, as amostras de RNA foram 

submetidas à síntese de DNA complementar (cDNA). O cDNA foi sintetizado a partir de 

cada condição usando 1 µL de RNA total a 1000 ng em um volume de reação de 20 mL, com 

um kit de síntese de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA) 

de acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante. Após a conversão as amostras de 

cDNA foram confirmadas por gel de agarose 1,5 % (m/v). As amostras foram estocadas a  

-80 ºC.  Quantidades iguais de RNA de três réplicas biológicas independentes foram usadas 

para sintetizar o cDNA. 

 

6.9 Análise RT-qPCR 

 

 A expressão gênica foi quantificada via qPCR usando um sistema StepOnePlus Real-

Time PCR (Applied Biosystems). Um grupo de genes foi selecionado para estender a análise 

da expressão gênica ao crescimento de T. rubrum na presença de combinações de SRT com 

CASP. Para essa análise e para efeito de comparação, o nível de expressão também foi 

ftp://ftp.broadinstitute.org/pub/annotation/fungi
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quantificado na presença de SRT sozinha. As reações de PCR foram realizadas com pares de 

primers específicos projetados usando o software Prime3Plus 

(https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi (acessado em 4 de julho 

de 2022)) e especificidade (Tabela 2). Para exclusão de produtos inespecíficos da reação 

uma curva de dissociação foi realizada com diferentes concentrações de cDNA (600 ng, 300 

ng, 150 ng, 75 ng e 37,5 ng). Também foram estabelecidas as concentrações para cada 

primer. Para isso, fixou-se a concentração de cDNA em 70 ng e variou-se as concentrações 

dos primers em 600 nM, 400 nM, 300 nM, 200 nM e 100 nM. Em seguida foi realizada a 

qPCR, usando um volume final de 12,5 μL: 0,125, 0,25 ou 0,375 μL de primers (dependendo 

da concentração do primer), 6,25 μL SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystem, 

Waltham, MA, EUA) 1 μL de cDNA a 70 ng e o volume final ajustado com água ultrapura 

(qsp). As condições do termociclador para RT-qPCR foram as seguintes:  95 °C por 10 

minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Selecionamos 

genes que codificam as enzimas gliceraldeído 3 fosfato desidrogenase (gapdh) e RNA 

polimerase II dependente de DNA (rpb2) como controles endógenos. Os dados foram 

derivados de três réplicas independentes, e o método 2 −∆∆ct foi usado para avaliar a 

quantificação relativa de genes responsivos  (Livak and Schmittgen, 2001). 

 

Tabela 2: Conjuntos de primers usados para reação em cadeia da polimerase em tempo real 

(RT-qPCR). 
Proteína/gene ID Sequência dos Primers (5´- 3´) Eficiência    

(%) 

Concentração      

(nM) 

C-8 Esterol 

isomerase 

TERG_06755 Fwd: GGTGGGCTTTAGAGTTAG 

Rev:  GCAGTCAAGTAGCAAGTC 

 

110 200 

Hidrofobina 

 

 

TERG_04234 Fwd: GGCATACATCTTGGTGGTTTC 

Rev: CAGACAGTGGAGGTGGATGTT 

103 300 

MFS 

transportador 

multidroga 

 

TERG_00162 Fwd: CTCCTTTGGACCTTTGATCG 

Rev: TGACGAAGAGAACGTTGCAG 

102 100 

Quitina 

sintase2 

TERG_12319 Fwd: AGCCAACTGCCTTGTACCAT 

Rev: GTAATCCGACCCATCCCTTT 

 

103.5 200 

rpb II 

 

 

TERG_05742 Fwd: TGCAGGAGCTGGTGGAAGA 

Rev: GCTGGGAGGTACTGTTTGATCAA 

94.99 300 

gapdh TERG_04402 Fwd: GCGTGACCCAGCCAACA 

Rev: CGGTGGACTCGACGATGTAGT 

99.90 200 

 

https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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6.10 Formação de biofilme in vitro 

 

 Os biofilmes de T. rubrum foram formados de acordo com método previamente 

descrito (Costa-Orlandi et al., 2014), com algumas modificações. T. rubrum CBS118892 foi 

cultivado em ágar de extrato de malte por 15 dias a 28 °C. A suspensão fúngica foi preparada 

em NaCl 0,9% e a concentração de conídios foi ajustada para aproximadamente 1 × 106 

conídios/mL. As placas foram inicialmente incubadas a 37 °C por 4 h sem agitação para pré-

adesão. 

 

6.11 Quantificação da atividade metabólica do biofilme por ensaio de MTT 

 

O ensaio de MTT (Sigma-Aldrich) é baseado na capacidade de conversão do 

composto MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio) solúvel em água 

em um produto insolúvel (cristal de formazan). Para tanto, o MTT foi preparado na ausência 

de luz, em uma solução estoque de 50.000 mg/mL e em seguida foi diluido em solução salina 

esterilizada NaCl 0,9% para a concentração de uso. Tanto a solução estoque quanto a solução 

de uso foram mantidas a 4 ºC. Após a pré-adesão, os tratamentos consistindo em 200 µL cada 

de SRT (12,5 mg/L e 3,12 mg/L), CASP (15,62 mg/L e 1,95 mg/L) e SRT + CASP (3,12 

mg/L + 1,95 mg/L respectivamente) preparados em meio RPMI 1640, suplementado com 

2% de glicose, foram adicionados aos poços contendo os conídios aderidos. Os biofilmes 

foram preparados em diferentes tempos (0, 24, 48, 72 e 96 h). Após cada incubação, 2 µL de 

menadiona (Sigma-Aldrich) e 20 µL de MTT (Sigma-Aldrich) a 5.000 mg/L foram 

adicionados a cada poço. As placas foram incubadas a 37 °C por 4 horas. As alterações 

colorimétricas foram medidas usando um leitor de ELISA (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EUA) a 550 nm. Um controle foi preparado adicionando 200 µL de suspensão 

de conídios não tratados em cada poço. Todos os experimentos foram realizados em 

triplicatas biológicas e técnicas. 

 

6.12 Quantificação da biomassa do biofilme in vitro por cristal violeta 
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Após a pré-adesão, o sobrenadante foi removido dos poços e lavado três vezes com 

solução salina esterilizada 0,9% e em seguida 200 µL de meio RPMI 1640 suplementado 

com 2% de glicose foram adicionados a cada poço. Três réplicas biológicas independentes, 

cada uma com 3 repetições, foram incubadas a 37 °C por 72 h para a maturação do biofilme. 

Após a formação do biofilme, o meio de cultura foi removido e os poços foram lavados 

novamente por três vezes com solução salina esterilizada 0,9%. Os tratamentos 

compreendendo 200 µL cada um de SRT 25 mg/L, SRT 6,25 mg/L, CASP 62,50 mg/L, 

CASP 1,95 mg/L e SRT 6,25 mg/L + CASP 1,95 mg/ L foram adicionados aos poços. Os 

tratamentos foram preparados em meio RPMI 1640 suplementado com 2% de glicose.  

As réplicas foram incubadas a 37 °C por 3 e 7 dias. Em seguida, as drogas foram 

removidas e cada poço foi lavado três vezes com PBS 0,01 M (pH 7,2), em seguida 100 µL 

de solução de cristal violeta (0,5 %) foi adicionada a cada poço para quantificar a biomassa. 

Então, cada poço foi lavado duas vezes com água esterilizada, tratado com 100 µL de etanol 

95% e cuidadosamente homogeneizado. A solução resultante foi transferida para uma nova 

placa de 96 poços e o valor da absorbância foi obtido usando um leitor de ELISA em um 

comprimento de onda de 550 nm. Poços contendo 200 µL de suspensão de conídios não 

tratados foram utilizados como controle. 

 

6.13 Avaliação de biofilmes em unhas humanas 

 

 O ensaio de infecção em unha humana foi realizado conforme descrito anteriormente 

(Costa-Orlandi et al., 2014; Ferreira-Nozawa et al 2006), com algumas modificações. As 

unhas humanas, obtidas de doadores saudáveis foram inicialmente cortados em fragmentos 

de 1 mm2 e esterilizados em autoclave a 1 atm de pressão a 120 ºC. Esses fragmentos foram 

transferidos para placas de 24 poços contendo ágar-água (20 g de ágar em 1000 mL de água). 

Os fragmentos foram infectados com 2 mL de um suspensão fúngica de T. rubrum  preparada 

em solução salina esterilizada 0,9% (NaCl), a uma concentração de conídios ajustada para 

aproximadamente 3 × 104 conídios por poço. Essa fase inicial foi caracterizada como o 

estágio de pré-adesão dos conídios aos fragmentos de unhas. Após 4 h de pré-adesão a 37 

°C, a suspensão foi removida cuidadosamente e cada poço foi lavado três vezes com solução 

salina esterilizada 0,9%. Em seguida, 2 mL de solução salina esterilizada 0,9% foram 
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adicionados a cada poço. Após isso, as placas foram incubadas por 20 dias a 28 °C. Depois 

desse tempo, 2 mL de tratamentos com SRT 50 mg/L, SRT 12,5 mg/L, CASP 62,50 mg/L, 

CASP 3,90 mg/L e SRT 12,5 mg/L + CASP 3,90 mg/L preparados em solução salina 

esterilizada a 0,9% foram adicionados em cada poço diariamente, durante sete dias. Após 

sete dias, os fragmentos de unha  foram retirados dos poços cuidadosamente e devidamente 

tratados para os biofilmes serem analisados por microscopia eletrônica de varredura. O ensaio 

foi conduzido de acordo com o Comitê de Ética da Faculdade de Medicina e aprovado pelo 

protocolo número 4.304.317/2020. 

 

6.14 Microscopia eletrônica de varredura 

 

 As amostras foram inicialmente fixadas com glutaraldeído 3% em tampão fosfato 

0,1% (v/ v) (pH 7,2) a 4 °C por 24 h e lavadas com tampão fosfato 0,1% (pH 7,2). O tetróxido 

de ósmio (1%) foi utilizado na etapa de pós-fixação. Posteriormente, as amostras foram 

desidratadas em gradiente crescente de etanol envolvendo banhos sucessivos de 

concentrações crescentes de etanol. As amostras foram então revestidas com spray de ouro 

para visualizar os biofilmes formados nas unhas humanas. Um microscópio eletrônico de 

varredura JEOL JSM-6610 LV a uma voltagem de aceleração de 25 kV foi usado para 

visualização. 

 

6.15 Análise Estatística 

 

  A expressão gênica foi calculada usando o método comparativo 2 −∆∆CT. O teste t de 

Student pareado foi usado para comparar a expressão gênica entre as condições de tratamento 

e controle em cada tempo. Os resultados foram relatados como a média ± desvio padrão de 

três réplicas biológicas independentes. Para comparação da atividade metabólica do biofilme 

e quantificação da biomassa, foi utilizada a ANOVA one-way, seguida do teste post hoc de 

Tukey. Para todos os testes, a significância estatística foi adotada em p < 0,05. Prism v. 5.1 

(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) foi usado para gerar os gráficos e as análises 

estatísticas.
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7. Resultados  

 

7.1 Suscetibilidade antifúngica e interação entre SRT e CASP 

 

 SRT sozinha ou em combinação com CASP exibiu atividade antifúngica contra 

células planctônicas de T. rubrum. A CIM da SRT necessária para inibir T. rubrum em meio 

RPMI foi de 25 mg/L, enquanto a da CASP foi de 31,25 mg/L. As CIMs de SRT e CASP 

aumentaram consideravelmente quando o ensaio foi realizado no meio SB. Nesse meio, a 

SRT apresentou CIM de 100 mg/L, enquanto a CASP apresentou CIM de 62,50 mg/L. As 

interações entre SRT/CASP em ambos os meios de cultura (RPMI ou SB) podem ser 

consideradas sinérgicas (ICIF ≤ 0,5). Os ensaios realizados em ambos os meios indicaram 

que os ICIFs correspondentes à combinação SRT/CASP variaram entre 0,1–0,5. Os ICIFs 

médios no meio RPMI e SB foram 0,28 e 0,25, respectivamente (Tabela 3). Os valores das 

CIMs combinadas que resultaram em uma interação sinérgica entre SRT e CASP são 

exibidos (Tabela 4). 

 

Tabela 3: CIMs de sertralina (SRT) e caspofungina (CASP) contra formas planctônicas de 

T. rubrum. ICIF e a média do ICIF das interações entre SRT e CASP. 

ICIF ≤ 0,5, ICIF > 0,5 a ≤4,0 e ICIF > 4,0 foram categorizados como sinergismo, indiferença 

e antagonismo, respectivamente. 

 

 

Tabela 4: Valores MICcb (MICs combinados) para análise de sinergismo entre sertralina 

(SRT) e caspofungina (CASP) em ensaios realizados em meio RPMI e meio Sabouraud (SB). 

Meio Antifúngico  
Concentrações de SRT (mg/L) 

200 100 50 25 12.5 6.25 3.12 1.56 0.78 

SB CASP 

(mg/L) 

0 0 1.95 1.95 1.95 1.95 7.81 15.62 15.62 

RPMI 0 0 0 0 0.98 0.98 1.95 1.95 3,90 

 

 

 7.2 Qualidade das amostras de RNA 

Meio 
CIM100 - mg/L  Variação do ICIF  ICIF (média) 

SRT CASP  SRT/CASP  SRT/CASP 

SB 100 62.50 

31.25 

 0.1 - 0.50 

0.1 - 0.50 

 0.25 

0.28 RPMI 25   
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As amostras obtidas nas nossas extrações foram consideradas de excelente qualidade. 

As amostras apresentaram um RIN variando entre 8,3 e 10, sendo que apenas uma amostra 

apresentou RIN menor que 8 (Figura 8). Essa amostra apresentou um RIN igual a 7,90. 

Ainda assim foi utilizada, porque apresentava uma qualidade próxima de excelente. Além 

disso, essas amostras estavam puras sem presença de DNA contaminante. 

 

 

Figura 8: Qualidade e integridade das réplicas biológicas (rep) das amostras de RNA 

extraído. Amostras de T. rubrum (TR) em 3 h e 12 h, cultivadas na presença (TR sab + sertr) 

ou ausência de SRT (TR sab). No eixo “y” é representada a intensidade de fluorescência e 

no eixo “x” o número de nucleotídeos. 

 

7.3 Modulação da expressão gênica em resposta a SRT 

 

O RNA-seq de T. rubrum após o tratamento com uma dose subinibitória de SRT foi 

considerado de alto rendimento, produzindo mais de 500 milhões de sequências paired-end 
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de leituras de alta qualidade, correspondendo a seis bibliotecas. A comparação com os genes 

anotados no genoma de T. rubrum, disponível no Broad Institute, revelou leituras alinhadas  

de cerca de 99,54% para bibliotecas de 3 h e 99,57% para bibliotecas de 12 h. Além disso, 

dos 8.616 genes anotados no genoma de T. rubrum, 8.585 genes apresentaram pelo menos 1 

read mapeado ao longo de sua sequência (99,64%). 

Para quantificar os níveis de expressão de genes, diferentes pontos de tempo foram 

comparados aos pares na razão log2 da contagem de leitura em cada ponto de tempo versus 

o valor mediano normalizado da contagem de leitura para cada gene. Um limite de corte de 

-1,5 e 1,5 log2-expressão relativa, que corresponde a pelo menos 2,8 vezes de expressão 

relativa, foi usado para minimizar a ocorrência de falsos positivos devido a genes com baixa 

expressão. Além disso, um limite de significância estatística de P < 0,05 foi usado para definir 

transcritos regulados positiva ou negativamente. No total, 541 genes foram modulados em 

resposta a SRT em 3 h vs SB (controle) e 1.569 genes foram modulados em resposta a SRT 

em 12 h vs. SB (controle). Em resposta a SRT 3 h vs. SB (controle), 452 genes foram 

regulados positivamente e 89 genes foram regulados negativamente. Além disso, 768 genes 

foram regulados positivamente em resposta a SRT em 12 h vs. SB (controle) e 801 genes 

foram regulados negativamente em resposta a SRT em 12 h vs. SB (controle). 

Independentemente do tempo, 372 genes foram modulados em resposta a SRT (interseção), 

e todos os genes modulados estão representados (Figura 9). 

 

 

Figura 9: Distribuição dependente do tempo de genes diferencialmente expressos em T. 

rubrum após exposição a SRT. (A) Diagrama de Venn mostrando expressão diferencial entre 

SRT e controle (ausência de droga). (B) Genes regulados negativamente (down-regulated) e 

genes regulados positivamente (up-regulated) em 3 h e 12 h. 
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Esse transcriptoma de T. rubrum revelou vários genes associados à resistência a 

drogas e mecanismos adaptativos. Mais de 40 genes que codificam transportadores da 

superfamília facilitadora principal (MFS) foram modulados em resposta à exposição a SRT 

em 3 horas e 12 horas. Apenas 4 genes dessa família foram regulados positivamente em 3 h 

(TERG_07040, TERG_04764, TERG_08336 e TERG_04765). A maioria dos 

transportadores contendo o domínio MFS foram regulados negativamente em 12 h, como os 

transportadores TERG_12504, TERG_11600 e TERG_05342. Neste mesmo tempo, vários 

transportadores foram regulados positivamente, como os transportadores TERG_05429, 

TERG_02265, TERG_05575 e TERG_00776. A SRT também reprimiu dois genes que 

codificam o transportador de membrana do tipo superfamília e de ligação com ATP (ABC) 

(TERG_08130 e TERG_12194). Em contraste, induziu os genes transportadores do tipo 

(ABC) TERG_08613, TERG_05126, TERG_00286, TERG_08751, TERG_00402 e 

TERG_04224. Entre as proteínas multirresistentes moduladas no transcriptoma de T. 

rubrum, três foram reguladas negativamente (TERG_07539, TERG_12373 e TERG_12372) 

e uma foi regulada positivamente (TERG_04952). Um gene importante que codifica um β-

1,6-glucano que atua como o núcleo central da rede proteína-carboidrato na parede celular 

(TERG_12043) foi reprimido em resposta a SRT. 

 Três genes que codificam quitinases moduladas no transcriptoma foram regulados 

negativamente em 12 h (TERG_05626, TERG_05625 e TERG_06638) e uma única em 3 h 

(TERG_06638). Genes que codificam duas quitinas sintase foram reprimidas em 12 h 

(TERG_12318 e TERG_12319), e uma hidrofobina (TERG_04234) foi regulada 

negativamente.  

Alguns genes que codificam hidrolases associadas à morfogênese da parede celular 

foram induzidos, como o da glucanase da parede celular (TERG_04268). Também foram  

induzidos genes das acetiltransferases da família GNAT (Gcn5-related N-acetiltransferase) 

(TERG_07408, TERG_02517, TERG_08151, TERG_00563 e TERG_04021). Uma proteína 

contendo o domínio LysM TERG_05627, que mascara os componentes da parede celular do 

patógeno, foi reprimida em 12 h e uma catalase foi regulada negativamente em ambos os 

tempos (TERG_01252). Três Hsps foram moduladas no transcriptoma, uma reprimida em 3 

h e 12 h, a Hsp75 (TERG_01883), e duas reprimidas em 12 h, a Hsp70 (TERG_05615) e a 

Hsp30 (TERG_01659).  
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O software Blast2GO foi usado para categorizar as distribuições funcionais de genes 

que foram diferencialmente expressos em resposta a SRT vs. SB (controle) nos pontos de 

tempo 3 h e 12 h. Os genes modulados em resposta a SRT estão envolvidos em diversos 

processos biológicos, componentes celulares e funções moleculares.  

No geral, a maioria dos genes categorizados foram superexpressos após 3 h na 

presença de SRT. Esses genes participam principalmente de processos de oxidação-redução, 

transporte transmembrana, proteólise e atividades de transferase, catalítica e hidrolase. Após 

12 h na presença da droga, vários genes pertencentes a essas mesmas categorias mostraram-

se regulados negativamente, sugerindo uma resposta adaptativa ao estresse da droga. Além 

disso, em 12 h, a SRT reprimiu mais de 50 genes envolvidos na tradução. No entanto, os 

genes envolvidos nas atividades da membrana são os mais representados entre os 

componentes celulares e permanecem superexpressos independentemente de quanto tempo a 

SRT desafiou o fungo (Figura 10). 

 

 

Figura 10: Categorização funcional de genes diferencialmente expressos. As barras 

vermelhas indicam o número de genes regulados positivamente, e as barras verdes indicam 

o número de genes regulados negativamente. 
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7.4 RT-qPCR 

 

Inicialmente a eletroforese em gel de agarose mostrou que amostras foram 

convertidas adequadamente em cDNA. Então, foi realizada análise por RT-qPCR.  

A análise da expressão gênica baseada em RT-qPCR revelou que 70% da CIM de 

SRT induziu um gene que codifica um transportador (TERG_00162) pertencente à 

superfamília de facilitadores principais (MFS) em 3 e 12 h. Em contraste, a exposição a SRT 

por 3 e 12 h regulou negativamente a TERG_12319, um gene crítico associado à quitina 

sintase ligado à virulência fúngica e remodelamento da parede celular. Além disso, a 

TERG_04234, que codifica um hidrofobina, uma proteína essencial para a patogênese 

fúngica, e a TERG_06755, que codifica a proteína c-8 esterol isomerase, necessária para a 

via do ergosterol, foram regulados negativamente em 3 e 12 h, respectivamente (Figura 11).  

 

 
Figura 11: Genes expressos diferencialmente em resposta a SRT, identificados usando 

análise RT-qPCR. Os asteriscos indicam a significância estatística do teste t em comparação 

com o controle (ausência da droga SB). * p < 0,05; e ** p < 0,01. 

 

Para avaliar a influência de SRT + CASP em genes relacionados a resistência e 

virulência em T. rubrum, foi realizada uma análise de expressão gênica usando RT-qPCR 

     TERG_00162                             TERG_04234                                 TERG_06755                               TERG_12319 

(Transportador MFS)                        (Hidrofobina)                          (C-8 esterol isomerase)                    (Quitina sintase 2)  

     TERG_00162                             TERG_04234                                 TERG_06755                               TERG_12319 

(Transportador MFS)                        (Hidrofobina)                         (C-8 esterol isomerase)                     (Quitina sintase 2)  

3 h 

12 h 
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estendida à combinação de SRT + o antifúngico CASP. Essas situações foram examinadas 

comparando os tratamentos com um controle na ausência de qualquer medicamento. A 

exposição a SRT + CASP diminuiu a transcrição do gene que codifica o transportador 

pertencente a superfamilia de transportadores multidrogas (MFS), TERG_00162 nos dois 

tempos analisados, 3 e 12 h. Em oposição a isso, a indução desse gene, foi observada quando 

SRT foi utilizada sozinha. Em contraste, SRT + CASP regulou negativamente os genes 

TERG_04234 e TERG_06755, bem como o gene que codifica uma enzima essencial na 

estrutura da parede celular de T. rubrum a quitina sintase, TERG_12319, o que foi semelhante 

ao observado em condições envolvendo o uso da SRT sozinha (Figura 12). 

 

 

Figura 12: Genes expressos diferencialmente em resposta a combinações de SRT com 

CASP, identificados usando análise RT-qPCR. Os asteriscos indicam a significância 

estatística determinada pelo teste t em comparação com o controle (ausência de droga, SB) 

em 3 h  e 12 h; * p <0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

 

Foram analisados os efeitos de baixas concentrações de CASP e SRT nos níveis de 

expressão desses genes em T. rubrum cultivado na presença de CASPcs ou SRTcs nas 

concentrações que foram sinérgicas, só que agora usadas individualmente. Os resultados 

mostraram que a SRTcs manteve o nível de expressão do gene TERG_00162, que codifica 

     TERG_00162                             TERG_04234                                 TERG_06755                               TERG_12319 

(Transportador MFS)                        (Hidrofobina)                           (C-8 esterol isomerase)                    (Quitina sintase 2)  

     TERG_00162                             TERG_04234                                 TERG_06755                               TERG_12319 

(Transportador MFS)                        (Hidrofobina)                           (C-8 esterol isomerase)                    (Quitina sintase 2)  

3 h 

12 h 
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um transportador multidroga, em nível semelhante ao observado no controle em 3 h. Em 

contraste, a expressão do gene TERG_00162 aumentou em 12 h. Além disso, existe uma 

diferença significativa entre os níveis de expressão mostrados nessas condições comparado 

ao controle (p < 0,05). A expressão do gene TERG_06755 foi regulada negativamente em 3 

h, mas sua expressão em 12 h foi semelhante ao do controle. Os genes TERG_04234 e 

TERG_12319 mantiveram sua expressão em ambas as condições (controle e SRTcs) em 3 h 

e 12 h (Figura 13).  

 

 
Figura 13: Expressão dos genes após a exposição SRTcs. Os asteriscos indicam significância 

estatística determinada pelo teste t, em comparação com o controle (ausência de droga) em 3 

h e 12 h; *P < 0,05. 

 

Para verificar se os efeitos nos genes de T. rubrum era consequência da interação 

entre CASP e SRT ou se era simplesmente resultado das drogas utilizadas individualmente 

nas concentrações que foram combinadas, os níveis de expressão também foram 

quantificados após a exposição a CASPcs. A exposição de T. rubrum a CASPcs mostrou que 

a expressão dos genes que codificam o transportador multidrogas (TERG_00162), a 

hidrofobina (TERG_04234), a C-8 esterol isomerase (TERG_06755) e a quitina síntase 2 

(TERG_12319) eram semelhantes ao controle não tratado, em 3 h ou em 12 h. Portanto, não 

     TERG_00162                             TERG_04234                                 TERG_06755                               TERG_12319 

(Transportador MFS)                        (Hidrofobina)                         (C-8 esterol isomerase)                     (Quitina sintase 2)  

     TERG_00162                             TERG_04234                                 TERG_06755                               TERG_12319 
(Transportador MFS)                        (Hidrofobina)                         (C-8 esterol isomerase)                     (Quitina sintase 2)  

3 h 

12 h 
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existem diferenças estatisticamente significativas entre essas condições de tratamento 

(Figura 14). 

 

 

Figura 14: Genes diferencialmente expressos após exposição a CASPcs em comparação com 

o controle (ausência de drogas SB) em 3 h e 12 h. 

 

7.5 Efeitos da SRT e sua combinação com CASP na atividade do biofilme de T. rubrum 

 

Durante o ensaio com MTT, as células fúngicas viáveis com metabolismo ativo 

convertem esta substância em formazan. De forma aposta, células fúngicas mortas perdem 

essa capacidade. Assim, a formação de cor característica desse composto, após a reação 

catalizada pela desidrogenase mitocondrial, serve como um marcador útil e conveniente 

apenas das células viáveis. A absorbância medida em densidade óptica (DO) 550 nm é 

proporcional ao número de células viáveis. 

 Assim, a atividade metabólica no biofilme foi medida a cada 24 horas. Um aumento 

significativo nessa atividade foi observado até 72 h, após isso a atividade se estabilizou. 

Apesar de uma pequena elevação na atividade metabólica em 96 h, não houve alterações 

3 h 

12 h 

     TERG_00162                             TERG_04234                                 TERG_06755                               TERG_12319 

(Transportador MFS)                        (Hidrofobina)                         (C-8 esterol isomerase)                     (Quitina sintase 2)  

     TERG_00162                             TERG_04234                                 TERG_06755                               TERG_12319 
(Transportador MFS)                        (Hidrofobina)                         (C-8 esterol isomerase)                     (Quitina sintase 2)  
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significativas se comparada com 72 h. Portanto, 72 h foi considerado o tempo ideal para 

formação de biofilme de T. rubrum in vitro. Os resultados do ensaio com MTT indicaram 

que SRT sozinha na concentração de 12,5 mg/L, CASP sozinha na concentração de 15,62 

mg/L, bem como as baixas concentrações obtidas da combinação de SRT + CASP (3,12 mg/L 

SRT+ 1,95 mg/L CASP), reduziram significativamente a atividades metabólicas do biofilme. 

O tratamento com SRTcs ou CASPcs não reduziu a atividade metabólica dos biofilmes de T. 

rubrum comparada ao controle. Um resultado indicativo da ineficiência dessas concentrações 

quando usadas individualmente (Figura 15). 

 

 

Figura 15: Metabolismo do biofilme de T. rubrum. Efeitos da sertralina (SRT), caspofungina 

(CASP) e SRT + CASP na atividade metabólica do biofilme de T. rubrum. 

 

Diferente do MTT, o cristal violeta não é um composto indicativo da viabilidade 

celular. Na realidade, ele se adere a parede celular fúngica, permitindo avaliar a quantidade 

de biofilme formado, ou seja, o quanto de biomassa foi produzida pelo fungo durante a 

maturação. Nesse sentido, constatamos que a biomassa do biofilme também foi afetada pelos 

tratamentos com SRT, CASP e SRT + CASP. Três dias após o biofilme ter sido tratado com 

62,50 mg/L CASP, uma redução significativa foi observada na biomassa em comparação 

com o controle (p < 0,01). O tratamento com 25 mg/L SRT, bem como 6,25 mg/L SRT + 

1,95 mg/L CASP reduziu significativamente a biomassa. Por outro lado, 6,25 mg/L SRT ou 

1,95 mg/L CASP não reduziram a biomassa. Na realidade, mantiveram a produção de 

biomassa de modo semelhante a do controle, sem diferença estatística significativa (Figura 

16).  
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Figura 16: Avaliação do efeito de SRT, CASP e da combinação sinérgica (SRT + CASP) na 

biomassa do biofilme de T. rubrum corado com cristal violeta. Os tratamentos foram 

realizados 3 dias após a maturação do biofilme. As análises estatísticas mostrando diferenças 

significativas (p < 0,05) entre os compostos testados e o controle de crescimento foram 

estimadas usando ANOVA e teste post hoc de Tukey; ** p < 0,01 e *** p < 0,001. 

 

Após o biofilme amadurecer e os tratamentos serem realizados por sete dias, os 

tratamentos com 25 mg/L SRT, 62,50 mg/L CASP ou 6,25 mg/L SRT + 1,95 mg/L CASP 

reduziram significativamente a biomassa quando comparados com o controle (p < 0,001). No 

entanto, o tratamento com 6,25 mg/L SRT ou 1,95 mg/L CASP não reduziu a biomassa do 

biofilme, assim como observado após os tratamentos por três dias. A biomassa produzida por 

esses tratamentos foi semelhante à observada na ausência de drogas (Figura 17).  

 

 

Figura 17: Efeito de SRT, CASP e SRT + CASP na biomassa do biofilme de T. rubrum. Os 

tratamentos foram realizados 7 dias após o biofilme maturado e corado com cristal violeta. 

Diferenças significativas entre compostos testados e controle de crescimento foram obtidas 

usando ANOVA e teste post hoc de Tukey. Os asteriscos indicam significância estatística: 

** p < 0,01 e *** p < 0,001. 
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Os resultados do ensaio de infecção em unha humana corroboraram com a redução 

da biomassa e da atividade metabólica do biofilme, observadas pelos ensaios de MTT e cristal 

violeta. A microscopia eletrônica de varredura revelou que T. rubrum forma biofilmes 

maduros em fragmentos de unhas humanas após 20 dias. Seu crescimento no substrato foi 

caracterizado por filamentos infinitos, densos, interligados e espalhados em todas as direções 

para formar uma verdadeira rede de hifas conectadas. A alta tolerância antifúngica em T. 

rubrum pode ser atribuída a esta rede de hifas conectadas. Assim, a maturação do biofilme 

em fragmentos de unhas humanas foi consideravelmente afetada pela SRT. 

A densidade do filamento foi significativamente reduzida pelos tratamentos em 

comparação com o controle não tratado. Observou-se redução significativa na espessura dos 

filamentos que formavam a rede hifálica. Além disso, a maioria das hifas não conseguiu 

completar seu desenvolvimento a um nível que lhes permitisse criar um biofilme mais 

uniforme. Nesse contexto, a maior atividade foi observada após T. rubrum ser tratado com 

SRT e CASP em concentrações correspondentes a 2 × CIMs, que totalizaram 50 mg/L e 

62,50 mg/L, respectivamente. Destaca-se a excelente redução do biofilme decorrente do 

tratamento com 12,5 mg/L SRT + 3,90 mg/L CASP. No entanto, não verificamos a redução 

da densidade do filamento e as alterações mencionadas anteriormente em condições isoladas 

e não combinadas (Figura 18). 
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Figura 18: Microscopia eletrônica de varredura do biofilme de T. rubrum em uma unha 

humana. Crescimento da cepa de T. rubrum em fragmentos de unha na ausência de drogas 

(A) Tratamento com SRT 50 mg/L (B), SRT 12,5 mg/L (C), CASP 62,50 mg/L (D), CASP 

3,90 mg/L (E) e SRT 12,5 mg/L + CASP 3,90 mg/L (F), 20 dias após a maturação do 

biofilme. As 3 colunas representam aumentos de 200, 300 e 1000 vezes, respectivamente. 
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8. Discussão 

 

O antidepressivo humano, SRT, exibiu atividade antifúngica contra formas 

planctônicas de T. rubrum (100 mg/L SB e 25 mg/L RPMI ). Quando combinado com CASP, 

SRT mostrou excelentes efeitos sinérgicos inibindo T. rubrum in vitro. Os resultados da 

interação mostraram que à combinação de SRT e CASP diminuiu a concentração de 

antifúngicos necessários para inibir o fungo em até 30 vezes em comparação com os 

antifúngicos usados individualmente.  

Esses resultados sugerem que reposicionar a SRT e combiná-la com a CASP constitui 

uma terapia promissora contra o T. rubrum. Vários relatos descrevem a atividade de SRT 

contra fungos patogênicos in vitro e in vivo, com referência particular a Cryptococcus, 

Candida e Aspergillus (Gowri et al., 2020; Villanueva-Lozano et al., 2020; Fortes et al., 

2023). Até onde sabemos, somos os primeiros a demonstrar seu efeito sozinha e em 

combinação com CASP contra o dermatófito T. rubrum, embora um estudo anterior tenha 

discutido as vantagens de usar uma combinação de SRT e CASP contra a levedura T. asahii 

(Cong et al., 2016). Além disso, a concentração de SRT na pele é muito maior do que no 

sangue; assim, a utilidade da SRT como tratamento contra dermatofitose parece ser 

promissora (Tremaine et al., 1989).  

O sequenciamento de RNA (RNA-seq) de T. rubrum cultivado na presença de 70% 

da CIM da SRT revelou novos insights sobre os mecanismos usados pelo dermatófito para 

superar a exposição a SRT. A categorização funcional mostrou um número significativo de 

genes upregulated relacionados ao processo de oxidação e componentes da membrana. Esses 

dados demonstram uma tentativa de T. rubrum de manter a integridade da membrana e 

degradar a droga. A SRT afetou diversos processos biológicos relacionados ao transporte 

transmembrana e interferiu nas estruturas citoplasmáticas. Além disso, o processo de 

tradução de proteínas foi bastante afetado pela exposição a SRT. Este efeito já havia sido 

sugerido em Cryptococcus (Zhai et al., 2012). 

Identificamos a repressão dos únicos genes que codificam hsps modulados no 

transcriptoma, um fenômeno diferente da indução que normalmente é observada em resposta 

à drogas. As HSPs em fungos desempenham um papel crítico na sobrevivência e na 

adaptação a diferentes condições ambientais desfavoráveis, como o estresse oxidativo e a 
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presença de fármacos (Martinez-Rossi et al., 2016). É provável que SRT possa ter modulado 

vias de sinalização específícas envolvidas na regulação da expressão dessas HSPs, inibindo 

um fator de transcrição que normalmente induz a expressão das HSPs. Recentemente foi 

demonstrado que SRT atua em diferentes vias de sinalização, inclusive inibindo alguns 

fatores de transcrição (Galvão-Rocha et al., 2023). 

Quando analisamos um grupo de genes por RT-qPCR, observamos que uma 

concentração sub inibitória de SRT induziu um gene que codifica um transportador 

transmembrana (TERG_00162) pertencente à superfamília de facilitadores principais (MFS). 

Esses transportadores medeiam o aumento do efluxo de drogas, um dos principais 

mecanismos de resistência em dermatófitos (Yamada et al., 2022). A combinação de SRT e 

CASP reduziu os níveis de transcrição do gene TERG_00162. Além disso, a exposição de T. 

rubrum a SRTcs ou CASPcs (0,273 mg/L SRT ou 10,93 mg/L CASP) mostrou que o nível 

de expressão do gene TERG_00162 estava associado à quantidade de SRT na célula e à 

atividade da combinação. Os transportadores da superfamília facilitadora principal (MFS) 

possibilitam o transporte de diversas compostos pela célula, contra ou a favor de um gradiente 

de concentração (Drew et al., 2021).  

Encontrar alvos moleculares associados a esses transportadores é uma estratégia 

bastante significativa, na busca de tratamentos, principalmente no contexto do surgimento de 

cepas resistentes. Nos diversos patógenos fúngicos, como Aspergillus, Cryptococcus e 

Candida, vários trabalhos tem destacado esses transportadores como alvos moleculares 

promissores (Cavalheiro et al., 2018; Pérez-Cantero et al., 2020; Qadri et al., 2022). Em T. 

rubrum e nos demais dermatófitos, a expressão dos genes que codicam esses transportadores 

pode está relacionada com a  resistência (Petrucelli et al., 2019; Yamada et al., 2022). 

A exposição de T. rubrum a SRT 70% da CIM, induziu diversos genes que codificam 

transportadores do tipo ABC e reprimiu apenas dois. Esses transportadores são codificados 

por genes críticos, os genes de resistências a múltiplas drogas (MDRs), que estão 

relacionados diretamente com a necessidade do trasporte de drogas nas células fúngicas. 

Esses transportadores são ATPases, proteínas altamente conservados e bastante especificas, 

que fazem parte de um mecanismo complexo e eficiente, necessário para a extrusão de 

antifúngicos do interior celular para o ambiente externo, denominado bomba de efluxo 

(Martins et al., 2016; Monod et al., 2019). 
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Os fungos podem desenvolver vários mecanismos de adaptação em resposta a 

mudanças ambientais. A parede celular fúngica, que permite que os fungos interajam 

dinamicamente com o ambiente, também constitui um alvo antifúngico promissor. Além 

disso, sua integridade estrutural, que é ativamente modulada em resposta a condições de 

estresse, desempenha um papel na adesão, sinalização e colonização, tornando-a essencial 

para a sobrevivência do patógeno (Chevalier et al., 2023; Gow and Lenardon, 2023). 

Nós revelamos outros alvos antifúngicos promissores após SRT reprimir genes 

importantes que codificam quitinases (TERG_05626, TERG_05625 e TERG_06638), e 

quitinas sintases (TERG_12318 e TERG_01231). Ademais SRT + CASP, reprimiram genes 

críticos que codificam a quitina sintase (TERG_12319) e a hidrofobina (TERG_04234). No 

entanto, a expressão desses genes não mudou quando T. rubrum foi cultivado com SRTcs ou 

CASPcs em comparação com o controle. Isso sugeriu que a eficácia da atividade contra 

TERG_04234 e TERG_12319 se deve exclusivamente à combinação de drogas e não a cada 

droga usada isoladamente. A quitina, é uma proteína linear que fornece força e proteção a 

muitos eucariotos e é vital para a morfogênese da parede celular (Breuer et al., 2022). A 

quitina está ausente em células de mamíferos; assim, seu metabolismo é um alvo atraente 

para agentes antifúngicos altamente específicos (Martins et al., 2019). As quitinases clivam 

as quitinas durante a remodelação da parede celular. A repressão de genes que codificam 

quitinases representa uma interrupção desse processo e afeta a virulência e a sobrevivência 

dos fungos (Rush et al., 2010).  

Normalmente, a regulação positiva de genes relacionados à síntese de quitina é a 

resposta primária ao estresse da parede celular (Ries et al., 2017; Li, J. et al., 2023). A quitina 

sintase é essencial para a síntese de quitina nos septos primários de fungos (Silverman et al., 

1988). Por muitos anos a síntese de quitina foi de interesse científico como possível alvo para 

terapias antifúngicas (Chaudhary et al., 2013; Ji et al., 2016). E, assim como nosso trabalho, 

atualmente outras pesquisas tem explorado a biossíntese de quitina e consequentemente a 

quitina sintase (Ibe and Munro, 2021; Ji et al., 2021; Xu et al., 2022). 

O gene TERG_12043 também se mostrou um excelente alvo antifúngico. Ele codifica 

um componente essencial e específico do fungo, o β-1,6-glucano, que liga outros 

componentes da parede e associa as manoproteínas ao β-1,3-glucano e à quitina (Horváthová 
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and Farkaš, 2022). A repressão de β-1,6-glucana leva a uma restrição na formação da parede 

celular. 

Como mencionamos anteriormente, uma hidrofina também foi alvo da SRT. As 

hidrofobinas, são proteínas ricas em cisteína, elas reduzem a tensão superficial da água e 

auxiliam na adesão do fungo (Tanaka et al., 2022). As hidrofobinas são secretadas apenas 

por fungos filamentosos, além de ser bastante conservadas nesses organismos (Stanzione et 

al., 2022; Tanaka et al., 2022).  

A identificação de medicamentos que regulam negativamente os genes que codificam 

a hidrofobina pode ajudar a desenvolver novas estratégias para tratar infecções causadas por 

T. rubrum. Esta proteína regula o fluxo de água através da parede celular fúngica e medeia a 

fixação de estruturas infecciosas associadas à patogênese fúngica. Essas proteínas formam 

uma camada hidrofóbica, que se acumulam nas faces da parede celular tornando-a 

impermeável, mas com uma pecularidade, permitindo as trocas gasosas (Gow and Lenardon, 

2023). Assim, como observado em nossos resultados e descrito na literatura, sua regulação 

negativa está associada à diminuição da virulência fúngica (Martins et al., 2019; Lang et al., 

2020). 

Também identificamos os efeitos da SRT e SRT + CASP na via do ergosterol. SRT 

na concentração de 70% de sua CIM e baixas concentrações de SRT + CASP regulou 

negativamente o gene TERG_06755, que codifica uma C-8 esterol isomerase. Essa enzima 

está envolvida na cascata da biossíntese do ergosterol (Petrucelli et al., 2019). A relevância 

de fármacos que têm como alvo genes ou proteínas envolvidas na biossíntese do ergosterol 

tem sido relatada (Sun and Liao, 2020; Behbehani et al., 2023; Galvão-Rocha et al., 2023). 

Apesar da via do ergosterol ser descrita muitas vezes como um alvo favorito de muitos 

antifúngicos, a interferência da SRT e da sua combinação com CASP, ocorreu em um alvo 

não usual, uma enzima necessária no processo de isomerização na cadeia da biossíntese do 

ergosterol. 

Outra proteína, contendo o domínio LysM (TERG_05627), foi reprimida por SRT. 

Foi relatado previamente que o gene que codifica esta proteina é induzido quando o fungo é 

cultivado presença dessas proteínas contendo LysM secretadas por fungos pode diminuir o 

reconhecimento da quitina fúngica livre pelo sistema imunológico do hospedeiro. Assim, 

essas proteínas funcionam como um forte fator de virulência. Elas protegem a quitina da 



  D i s c u s s ã o | 67 

 

 

parede da célula hospedeira do sistema imunológico humano. Essas proteínas que contém o 

domínio LysM, contêm o domínio catalítico quitinase II, importante para a virulência fúngica 

(Lopes et al., 2020). Além dessas funções, as proteínas que contenham o domínio LysM 

contribuem para a adesão do patógeno à pele humana (Kar et al., 2019). 

Diante do estresse causado pela SRT, observamos T. rubrum tentando manter sua 

virulência e seu desenvolvimento por meio da indução de genes que codificam proteínas 

associadas à morfogênese da parede celular e responsivas ao estresse (família GNAT 

acetiltransferase). Os membros da família GNAT estão envolvidos na modificação pós-

traducional; eles transferem grupos acetil do acetil-CoA para seus substratos cognatos e 

regulam as respostas ao estresse oxidativo, bem como a baixa disponibilidade de nutrientes 

(Favrot et al., 2016). 

Nossos ensaios demonstraram o impacto da SRT e sua combinação sinérgica no 

metabolismo e biomassa de biofilmes de T. rubrum. Demonstramos que mesmo em baixas 

concentrações de SRT, quando combinadas com CASP, são eficazes contra biofilmes de T. 

rubrum; os resultados da microscopia eletrônica de varredura comprovaram esse efeito 

inibitório.  

Esses nossos achados complementam a ideia de que SRT, sua combinação com CASP 

e até mesmo a CASP, representam possibilidades no tratamento das infecções fungicas, 

especialmente contra T. rubrum. Atuar de forma eficiente contra essas comunidades de 

infecção, indica o potencial alternativo do fármaco. Isso porque, os biofilmes fornecem 

proteção aos patógenos, tanto da ação de drogas quanto do sistema imunológico. Assim, esses 

organimos conseguem sobreviver em ambientes os mais inadequados possíveis, ambientes 

hostis, com baixo oxigênio, escacez de nutrientes e resposta do hospedeiro ativa. Nesse 

conjunto, muitas populações insistem em se manterem vivas, se “unindo” e produzindo um 

verdadeiro arsenal contra essa guerra, provocando uma heterogeinidade metabólica e 

provocando recidivas das infecções, consequentemente resultando na resistência 

(Armbruster et al., 2023).  

Assim, nossos resultados indicam que a atividade da SRT em altas concentrações, 

bem como em combinação com a CASP, regula negativamente genes essenciais relacionados 

à formação e constituição da parede celular e um gene associado à via do ergosterol. 
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Apesar dos mecanismos que fundamentam os efeitos da CASP na parede celular de 

leveduras serem conhecidos (Odds et al., 2003), excluímos a possibilidade de que alterações 

nos níveis de expressão de genes possam ser causadas por essa droga em baixas 

concentrações. Nossos estudos indicaram que CASP isoladamente (CASPcs) não alterou a 

expressão de genes envolvidos na constituição da parede celular. Também não afetou 

significativamente os biofilmes de T. rubrum em nenhum dos aspectos estudados. 

Em resumo, o fungo desenvolve vários mecanismos de adaptação em resposta às 

mudanças ambientais. Demonstramos o impacto da SRT e suas combinações sinérgicas no 

metabolismo e na biomassa do biofilme de T. rubrum. Um exemplo é a produção de vários 

componentes da parede celular que suportam o crescimento e desenvolvimento do fungo, 

proporcionando adaptação a condições ambientais hostis e neutralizando os efeitos do 

estresse induzido por drogas. Nosso estudo contribui significativamente para o 

enriquecimento da literatura e promove uma perspectiva promissora no desenvolvimento de 

antifúngicos alternativos contra as complexas comunidades de biofilmes.  
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9. Conclusão 
 

➢ SRT foi capaz de inibir consideravelmente o crescimento de T. rubrum in vitro e em 

ex vivo.  

➢ CASP também foi atuante contra  T. rubrum, apesar das estatísticas mostrarem que 

sua atividade não foi tão eficiente quanto a da SRT.  

➢ SRT e CASP representam também uma estratégia contra as comunidades práticas de 

infecção, os biofilmes. 

➢ SRT e CASP são sinérgicas contra T. rubrum.  

➢ SRT sozinha ou em combinação com CASP promoveu efeitos significativos em 

importantes genes relacionados com as estruturas da parede celular, adesão e genes 

diretamente relacionados com resistência e adaptação. 

➢ SRT sozinha ou em combinação com CASP revelou um novo alvo, não usual, 

necessário na biossíntese do ergosterol. 
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