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RESUMO  

A ciência dos polímeros e a sua versatilidade de aplicação está revolucionando o 

manejo de doenças fúngicas. Estratégias baseadas em bipolímeros permeiam as 

áreas de prevenção, diagnóstico e tratamento das infecções fúngicas, devido as 

suas características biocompatíveis, biodegradáveis e quimiossensibilizantes. As 

infecções causadas por fungos representam um problema de saúde pública mundial 

e o gênero Candida é predominante nas infecções invasivas, atingindo 

principalmente indivíduos com sistema imune debilitado. A resistência aos 

antifúngicos e as limitações das terapias disponíveis agravam essa situação. A 

terapia combinada, reposicionamento e reuso de fármacos são estratégias eficazes 

e menos dispendiosas, que possibilitam a prospecção de agentes mais potentes e 

contornam a toxicidade dos antifúngicos tradicionais. O objetivo principal desse 

estudo foi avaliar a combinação de um biopolímero com antifúngicos convencionais, 

como uma nova alternativa para combater infecções fúngicas e contaminações de 

superfícies inertes causadas por espécies leveduriformes de interesse clínico. O 

cloreto de poli(dialildimetilamônio) (PDDA) foi combinado aos fármacos anfotericina 

B (AMB), clioquinol (CLIO), nitroxolina (NTX) e caspofungina (CSP) e sua atividade 

foi avaliada frente as cepas de Candida spp. A maioria das estirpes foram sensíveis 

aos fármacos isolados, as concentrações inibitórias mínimas (MIC’s) variaram de 0,5 

– 4,0; 0,25 – 1,0; 0,25 – 4,0 e 7,81x10-3 – 0,5 µg/mL para AMB, CLIO, NTX e CSP, 

respectivamente. As combinações ricas em polímero (1:99) de AMB-PDDA, CSP-

PDDA e CLIO-PDDA foram capazes de reduzir o MIC individual dos fármacos, 

especialmente CSP-PDDA proporcionou MICs inferiores a nanogramas por mililitro. 

O biofilme formado de Candida spp. demonstrou pouca suscetibilidade aos efeitos 

de CSP-PDDA, entretanto, a combinação não demonstrou riscos de toxicidade in 

silico, mostrando-se até o momento como uma abordagem segura ao organismo 

humano. A combinação entre PDDA e os antifúngicos proporcionaram sistemas 

eficazes contra diferentes cepas de Candida, sugerindo um forte candidato a novas 

aplicações em diversificadas áreas biomédicas, tais como dispositivos médicos, 

sistemas de liberação de fármacos e materiais antimicrobianos. 

 

Palavras-chave: Atividade antifúngica; Candida spp.; biopolímeros; combinação; 

PDDA; quimiossensibilização.  



 

  



ABSTRACT 

COMBINATION OF ANTIFUNGALS WITH poly(diallyldimethylammonium) chloride: A 

NEW ALTERNATIVE FOR THE TREATMENT OF CANDIDIASIS 

The Science of polymers and their versatility of application is revolutionizing the 

management of fungal diseases. Strategies based on polymers permeate the áreas 

of prevetion, diagnosis and treatment of fungal infections, due to their biocompatible, 

biodegradable and chemosensitizing. Infections caused by fungi are a worldwide 

public health problem and the Candida genus is predominant in invasive infections, 

mainly affecting individuals with weakened immune systems. Antifungal resistance 

and the limitations of available therapies aggravate the situation. Combination 

therapy, repositioning and drug reuse are effective and less expensive strategies, 

often enabling the search for more potent agents and circumventing the toxicity of 

traditional antifungals. The main objective of this study was to evaluate the 

combination of conventional antifungals with a biopolymer as a new alternative to 

combat fungal infections caused by yeast species of clinical interest. The 

poly(diallyldimethylammonium) chloride (PDDA) was combined with drugs 

amphotericin B (AMB), clioquinol (CLIO), nitroxoline (NTX) and caspofungin (CSP) 

and their activity was evaluated against Candida spp. strains. Most of the strains 

were sensitive to the isolated drugs, with minimum inhibitory concentrations (MICs) 

ranging from 0.5 - 4.0, 0.25 - 1.0, 0.25 - 4.0 and 7.81x10-3 - 0.5 µg/mL for AMB, 

CLIO, NTX, and CSP, respectively. The polymer-rich combinations (1:99) of AMB-

PDDA, CSP-PDDA and CLIO-PDDA reduced the individual MIC of the drugs, 

primarily CSP-PDDA provided MICs of less than nanograms per milliliter. The formed 

biofilm of Candida spp. showed little susceptibility to the effects of CSP-PDDA, 

however the combination did not demonstrate toxicity risks in silico, proving so far to 

be a safe approach for the human organism. The combination of PDDA and 

antifungals provided effective systems against different Candida strains, suggesting a 

strong candidate for new applications in diverse biomedical áreas, such a medical 

devices, drug delivery systems and antimicrobial materials. 

 

Keyword: Antifugal activity; Candida spp.; biopolymers; combination; PDDA; 

chemosensitization.  
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INTRODUÇÃO E FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 A otimização da ação de medicamentos através da utilização de agentes 

quimiossensibilizantes é uma área promissora da pesquisa para o tratamento das 

infecções fúngicas, considerando os crescentes desafios que permeiam esse campo 

(Bayliss; Schmidt, 2023; Du et al., 2021; Wu et al., 2023). A busca por estratégias 

terapêuticas inovadoras que potencializem a eficácia dos antifúngicos existentes é 

imperativa, especialmente devido a complexidade do desenvolvimento de novos 

medicamentos quando comparado as áeras da bacteriologia e virologia (Xin et al., 

2023). Neste cenário, os biopolímeros destacam-se como agentes promissores, 

oferecendo vantagens em termos de segurança, biocompatibilidade e capacidade de 

interação com os fármacos (Du et al., 2021; Wu et al., 2023; Xin et al., 2023). Em 

particular, o cloreto de poli(dialildimetilamônio) (PDDA) desperta interesse devido as 

suas propriedades antimicrobinas e habilidade de aprimorar a ação de compostos 

aos quais é associado (Carrasco; Sampaio; Carmona-Ribeiro, 2015; de Carvalho et 

al., 2023; Pérez-Betancourt et al., 2022; Sanches et al., 2015; Shi et al., 2022). 

A resistência microbiana e elevados índices de morbi-mortalidade provocados 

por doenças fúngicas, configuram um cenário preocupante (Fisher et al., 2022; 

Zhang; Bills; An, 2023). A terapia antifúngica ainda é um ponto crítico para a 

medicina e comunidade científica, pois mesmo com o constante avanço 

biotecnológico, existem poucas opções consolidadas e eficientes para o tratamento 

de infecções fúngicas. Somadas a essa circunstância, as restrições do uso clínico 

relacionadas a toxicidade e a baixa adesão aos tratamentos, em razão do tempo 

prolongado de exposição e ao custo elevado da terapia, dificultam o tratamento 

clínico adequado do paciente e também colaboram para a resistência aos 

antimicrobianos (Chang et al., 2017; Fuentefria et al., 2018; Zhu et al., 2023). 

 As candidíases ou candidoses, como são chamadas as micoses causadas 

por Candida spp., são consideradas oportunistas e apresentam diversas 

características clínicas, a depender do local de infecção (Lionakis; Drummond; Hohl, 

2023; Singh; Tóth; Gácser, 2020). Esses microorganismos comensais, manifestam-



 

 

23 
 

se principalmente em indivíduos imunocomprometidos, mas também podem 

desencadear lesões em imunocompetentes. A candidemia é a apresentação mais 

severa da doença, devido ao alto potencial de disseminação da levedura na corrente 

sanguínea (Lionakis; Drummond; Hohl, 2023). 

 O tratamento com antifúngicos tradicionais tem se tornado falho e limitado, 

evidenciando assim a importância de aprimorar as estratégias farmacêuticas 

existentes, através da descoberta de novas moléculas, inserção de novos 

antifúngicos ou potencializando o efeito dos mesmos através de combinações 

assertivas, visando o tratamento adequado das infecções fúngicas (Fuentefria et al., 

2018; Zhang; Bills; An, 2023; Zhu et al., 2023). Nesse contexto, visamos o cloreto de 

poli(dialildimetilamônio) (PDDA) como uma proposta de combinação aos 

antifúngicos comerciais, devido as suas propriedades conformacionais e atividade 

antimicrobiana descrita (de Carvalho et al., 2023; Grigoras, 2021; Sanches et al., 

2015).  

 O cloreto de poli(dialildimetilamônio) (PDDA) é um biopolímero, constituído 

por grupamentos de amônio quaternário permanentemente carregados em unidades 

cíclicas. É considerado seguro para a saúde humana, amplamente empregado na 

indústria e em processos biológicos, médicos e alimentícios (Bayliss; Schmidt, 2023; 

Biery; Knauss, 2022; Dos Santos et al., 2021). Polímeros com essas mesmas 

conformações químicas têm sido descritos como antimicrobianos, mas as 

propriedades do PDDA ainda são pouco exploradas (Bayliss; Schmidt, 2023; Dos 

Santos et al., 2021; Wu et al., 2023) . 

 A combinação entre fármacos com eficácia conhecida, com produtos naturais 

ou a realocação dos mesmos, é uma estratégia atraente, pois o desenvolvimento e 

inserção de novas moléculas e medicamentos é deveras custoso (Heard; Wu; 

Winter, 2021; Zhu et al., 2023). Nesse trabalho, combinamos os antifúngicos 

anfotericina B (AMB, polieno), caspofungina (CSP, equinocandina) e os derivados da 

8-hidroxiquinolina, nomeadamente clioquinol (CLIO) e nitroxolina (NTX) com o 

PDDA, afim de sugerir uma abordagem inovadora que possa não só prospectar um 

novo fármaco, mas também renovar a utilização de uma série de fármacos de 

diferentes classes através da potencialização dos seus efeitos, especialmente para o 

tratamento de infecções de difícil tratamento associadas a Candida spp. A utilização 
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de biopolímeros renova as perspectivas para uma gestão eficaz das infecções 

fúngicas, contribuindo para a superação dos desafios terapêuticos e impactos na 

saúde pública.  
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1.1. OBJETIVOS 

1.1.1. Objetivo Geral 

As páginas 26 à 88 foram restringidas devido a intenção de publicação do 

conteúdo em artigo científico. Essa é a versão parcial da dissertação. valiar a 

atividade antifúngica da combinação dupla entre antimicrobianos de diferentes 

classes com o polímero cloreto de poli(diailildimetilamônio) (PDDA), frente a 

espécies leveduriformes de interesse clínico. Analisar a toxicidade da associação 

mais efetiva e potencial antibiofilme. 

 

1.1.2. Objetivos específicos 

 

 Avaliar o espectro de ação antifúngico do polímero cloreto de 

poli(dialildimetilamônio) (PDDA), especificamente a atividade anti-Candida;  

 Avaliar a atividade antifúngica das associações duplas entre antimicrobiano e 

o PDDA, frente as espécies de Candida (Candida albicans, Candida tropicalis, 

Candida parapsilosis, Candida krusei, e Candida glabrata): CLIO-PDDA 

(clioquinol – PDDA), NTX-PDDA (nitroxolina – PDDA), CSP-PDDA 

(caspofungina – PDDA), AMB-PDDA (anfotericina B – PDDA) em proporções 

molares 1:1, 1:99 (rico em polímero) e 99:1 (rico em fármaco);  

 Analisar a atividade da melhor associação sobre a inibição da formação, 

remoção e redução da atividade metabólica de biofilmes produzidos por 

Candida em superfície inerte (microplacas de poliestireno); 

 Investigar o impacto da melhor associação sobre os parâmetros de toxicidade 

através de plataformas in silico, tais como: citotoxicidade, mutagenecidade, 

carcinogenicidade, hepatotoxicidade, entre outros; 

 Averiguar a permeabilidade da pele in silico à combinação mais significativa, 

utilizando modelagem computacional para investigar a viabilidade do seu uso 

cutâneo; 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

 Nesta revisão de literatura serão abordados, de forma sucinta, considerações 

gerais sobre polímeros com atividade antimicrobiana e o impacto sobre os efeitos 

dos fármacos antifúngicos, problemas relacionados à resistência fúngica e as 

possíveis medidas para melhorar a perspectiva desse cenário, infeções fúngicas 

causadas por Candida spp. e o mecanismo dos principais fármacos antifúngicos.  

 

2.1. Polímeros com atividade antimicrobiana e a potencialização do efeito de 

fármacos antifúngicos 

  

 O interesse em produzir biomaterias poliméricos degradáveis para o 

desenvolvimento de dispositivos terapêuticos, como próteses temporárias e veículos 

de liberação sustentada de medicamentos é um objetivo de longa data que persiste 

e avança ao longo dos anos (Grigoras, 2021; Nair; Laurencin, 2007; Wu et al., 2023). 

O emprego de biopolímeros antimicrobianos é uma alternativa sustentável aos 

agentes antifúngicos convencionais (Gowrivel Vijayakumar et al., 2023). 

Alguns polímeros naturais possuem atividade antimicrobiana intrínseca e são 

biocompatíveis, como a quitosana, que têm sido utilizada como antimicrobiano 

alternativo ou adicional aos medicamentos (Thanyasrisung et al., 2023). Um estudo 

demonstrou que a quitosana foi eficaz contra isolados orais de Candida em 

pacientes com HIV, enquanto a resistência ao fluconazol e anfotericina B foram 

prevalentes. A quitosana de alto peso molecular inibiu os isolados em uma 

concentração ≤ 40 mg/mL, o oligômero e o polímero de quitosana inibiu a ≤ 6 mg/mL 

(Thanyasrisung et al., 2023). Os filmes de quitosana modificada contendo uma 

ligação acetimidamida no grupo pendente de sua estrutura, apresentaram excelente 

atividade antifúngica agrícola e humana contra Fusarium solani, Myrothecium 

verrucaria, Penicillium oxalicum, Colletotrichum gloeosporioides, Candida albicans, 

em valores de IC50 tão baixos quanto os antifúngicos comerciais (~3,6 µg/mL) 

(Gowrivel Vijayakumar et al., 2023).   

As ϵ-polilisinas (ϵ-mPLs) apresentam atividade antifúngica de amplo espectro 

contra várias espécies de fungos e ao serem projetadas com múltiplos braços de ϵ-
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oligo(l-lisina)s e de um comprimento preciso de resíduos (ϵ-mPLs, nR-Km), tiveram o 

efeito aumentado. O composto 3R-K7 inibiu o crescimento de C. albicans no valor 

MIC de 24 µg/mL-1, exibiu atividade inibitória na formação do biofilme e foi capaz de 

matar as células do biofilme formado de C. albicans (Cao et al., 2023). Um estudo 

demonstrou que tubos de cateter de polietileno revestidos com poli-L-glutâmico 

(PGA) e poli-L-lisina (PLL), carregados após fabricação com β-peptídeo propiciou a 

ação anti-Candida. O β-peptídeo impediu a inoculação intraluminal de C. albicans 

nos cateteres e reduziu a formação do biofilme nas superfícies internas do 

dispositivo revestidos com essa película (Raman et al., 2014). Um hidrogel 

bioadesivo de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) contendo o peptídeo histatina-5 

(Hst-5) apresentou efeito anti-Candida oral, até mesmo quando testado in vivo em 

camundongos. Foi descrito uma liberação controlada e sustentada do peptídeo, com 

morte rápida do fungo (Kong et al., 2016). 

A otimização de algumas caracteristíscas dos fármacos e seus efeitos 

também pode ser obtida através da combinação com polímeros (Xin et al., 2023). O 

posaconazol é sabiamente um fármaco lipofílico e o seu uso tópico na mucosa 

ocular é limitado devido as restrições das barreiras oculares. Utilizando o succinato 

de polietilenoglicol-D-α-tocoferil como um carreador micelar teve a solubilidade 

aumentada e foi demonstrada libertação superior de posaconazol das micelas em 

relação à suspensão (Durgun et al., 2020). O transporte oftálmico e a atividade 

antifúngica de fluconazol também foi melhorada quando incorporado em 

nanopartículas (NPs) de poli (ϵ-caprolactona). As NPs foram carregadas em 

formulações oftálmicas de hidrogel de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e exibiram 

atividade superior em relação ao fármaco puro frente à C. albicans. Além disso, não 

apresentaram irritação ocular (Almehmady et al., 2022). Um estudo utilizou duas 

abordagens distintas para melhorar a dissolução de voriconazol para a 

administração oral, utilizando fibras eletrofiadas de poli (ϵ-caprolactona) e inclusão 

de complexos de β-ciclodextrina. Ambas as formulações melhoraram o perfil de 

solubilidade do voriconazol e inibiram a proliferação fúngica (Siafaka et al., 2016). O 

cloridrato de terbinafina incorporado em folhas bucais nanofibrosas elotrofiadas à 

base de compósitos poliméricos de poli (álcool vinílico) e quitosana, possibilitaram a 

dissolução completa e rápida do medicamento. O estudo sugere a formulação para 

administração local na mucosa oral (Szabó et al., 2016). Um filme adesivo para 
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próteses dentárias contendo clotrimazol ou nistatina juntamente com os polímeros 

hidroxipropilcelulose (HPC) e óxido de polietileno (PEO) aumentou a eficácia dos 

antimicrobianos na inibição da adesão de células de Candida albicans a células de 

mamíferos em até cinco vezes. A combinação dos dois polímeros sem os fármacos 

também apresentou uma redução de 38% na adesão celular aos fungos (Park et al., 

2015). 

 Os polímeros com grupamento de amino quaternário também possuem 

acentuada atividade antimicrobiana (Carmona-Ribeiro; de Melo Carrasco, 2013; 

Sanches et al., 2015; Wu et al., 2023; Xue; Xiao; Zhang, 2015). A sua carga positiva 

permite a interação destrutiva da parede celular e/ou membranas citoplasmáticas, 

devido a carga negativa dessas estruturas (Grigoras, 2021; Muñoz-Bonilla; 

Fernández-García, 2012; Wu et al., 2023). Alguns exemplos desses compostos são 

o brometo de dioctadecildimetilamônio (DODAB), brometo de cetiltrimetilamônio 

(CTAB) e o cloreto de poli(dialildimetilamônio) (PDDA) (Sanches et al., 2015), que é 

o alvo de estudo nesse trabalho. As bicamadas de DODAB apresentam atividade 

intermediária contra bactérias Gram-negativas e atividade reduzida contra bactérias 

Gram-positivas e fungos.  Já o PDDA possui alta atividade contra bactérias Gram-

negativas (Pérez-Betancourt et al., 2022; Sanches et al., 2015). A junção desses 

dois polímeros em nanopartículas automontadas com carboximetilcelulose 

apresentou excelente atividade microbicida contra bactérias e fungos (Pérez-

Betancourt et al., 2022).  

 O equilíbrio hidrofílico-hidrofóbico, peso molecular, conformação da cadeia 

polimérica em solução, força e tipo de interações das ligações impactam na eficácia 

antimicrobiana dos sistemas (Grigoras, 2021; Muñoz-Bonilla; Fernández-García, 

2012). Por exemplo, quanto maior o grau de substituição de grupos ionizáveis, mais 

potente será a atividade antimicrobiana. Isso porque o grande número de cargas 

positivas dos polímeros aumenta a densidade de carga e o potencial zeta, 

acarretando no aumento do peso molecular, ocasionando assim mais interações 

eletrostáticas entre o agente antifúngico e as biomembranas (Grigoras, 2021). 
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2.2. Desafios da terapia e resistência fúngica 

 

 O arsenal antifúngico está ultrapassado e inová-lo não é tão simples assim. O 

processo de desenvolvimento de novos medicamentos é dispendioso e existem 

diversas limitações quanto a toxicidade e efeitos colaterais dos antifúngicos (Wall; 

Lopez-Ribot, 2020; Zhu et al., 2023). A semelhança entre as células fúngicas e as 

células humanas dificulta a seletividade dos fármacos e implica em toxicidade ao 

paciente. O sucesso do tratamento antifúngico também depende do estado de saúde 

do paciente, da adesão ao tratamento e do diagnóstico adequado e precoce (Fisher 

et al., 2022; Lionakis; Drummond; Hohl, 2023; Rodrigues; Nosanchuk, 2020; Zhu et 

al., 2023).  

 Os fungos apresentam mecanismos de defesa e virulência que possibilitam a 

sua adaptação ao meio e resistência aos antifúngicos. O aumento da expressão das 

bombas de efluxo, formação de biofilme e mutações genéticas configuram a 

resistência microbiana (Fisher et al., 2022; Lionakis; Drummond; Hohl, 2023; 

Scorzoni et al., 2017). Mutações nos genes envolvidos na biossíntese do ergosterol, 

como ERG1, ERG3, ERG7, ERG9 e ERG25 podem estar relacionados com a 

resistência aos azóis (Campoy; Adrio, 2017; Zhu et al., 2023). Alterações nos genes 

FKS1 e FKS2 interferem na estrutura da enzima β-1,3-D-glicana-sintase e provocam 

redução da sensibilidade às equinocandinas (Campoy; Adrio, 2017; Pristov; 

Ghannoum, 2019; Zhu et al., 2023).  

Algumas espécies são intrinsicamente resistentes a determinados 

antifúngicos, ou seja, mesmo sem exposição prévia ao fármaco são resistentes a 

ele, como C. krusei ao fluconazol e Candida não-albicans (CNA) à flucitosina. 

Quando a terapia falha após sucessivas exposições ao antifúngico, ocorre a 

resistência adquirida, como a resistência de C. albicans ao fluconazol (Pai; 

Ganavalli; Kikkeri, 2018; Pristov; Ghannoum, 2019). A resistência clínica está 

relacionada ao hospedeiro, o insucesso terapêutico pode ocorrer por diversos 

fatores, ligados ao paciente e ao fármaco escolhido, como sistema imunológico 

fraco, interações medicamentosas ou dosagem insuficiente (Fisher et al., 2022; Pai; 

Ganavalli; Kikkeri, 2018).  
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Os fármacos de escolha para o tratamento de candidíases apresentam 

limitações contra as espécies emergentes de Candida, isso implica em falha 

terapêutica e consequente infecção de repetição (Pristov; Ghannoum, 2019). 

Algumas espécies são resistentes as equinocandinas e outras, como C. glabrata, 

multirresistentes a mais de uma classe de antifúngicos (Perlin; Rautemaa-

Richardson; Alastruey-Izquierdo, 2017; Revie et al., 2018). Inclusive foi relatada a 

resistência à anfotericina B em infecções causadas por C. albicans, C. glabrata, C. 

lusitaniae e C. tropicalis (Perlin; Rautemaa-Richardson; Alastruey-Izquierdo, 2017).  

 

2.3. Estratégias para contornar os desafios na terapia antifúngica 

 

 Não é novidade que os antifúngicos tradicionais enfrentam diversas 

dificuldades para conter as infecções fúngicas, o que reforça a necessidade de 

novas abordagens para superar essa problemática (Fisher et al., 2022; Zhu et al., 

2023). As principais medidas envolvem o desenvolvimento de novos medicamentos, 

descoberta de novos alvos fúngicos, melhorias nos processos de diagnóstico e 

desdobramentos terapêuticos, utilização de terapia combinada e reposicionamento 

de fármacos com atividade antifúngica intrínseca (Du et al., 2021; Fisher et al., 2022; 

Wu et al., 2023; Zhu et al., 2023).  

 O processo de desenvolvimento de novos antifúngicos é custoso e envolve 

diversas etapas, ao todo pode-se passar um período de vinte anos e um 

investimento bilionário até a sua efetiva introdução no mercado (Wall; Lopez-Ribot, 

2020). Em contrapartida, a terapia antimicrobiana combinada oferece muitas 

vantagens, pois permite a redução das dosagens, diminuição da resistência 

antimicrobiana e aumento da atividade antifúngica  (Fuentefria et al., 2018; Zhu et 

al., 2023). Essa estratégia tem sido aplicada com sucesso no tratamento de muitas 

doenças infecciosas, como a tuberculose, malária e a Síndrome da Imunodeficiência 

Adquirida (AIDS) (Pai; Ganavalli; Kikkeri, 2018; Zhu et al., 2023). No âmbito das 

infecções causadas por fungos, a terapia antifúngica de anfotericina B (Figura 1) 

combinada com flucitosina é considerada padrão ouro no tratamento da meningite 

criptocócica (Chang et al., 2017; Zhu et al., 2023). A combinação entre triazóis e 

equinocandinas pode ser uma alternativa mais eficaz para o tratamento de infecções 



 

 

33 
 

invasivas causadas por Candida, Cryptococcus e Aspergillus (Bidaud et al., 2019). A 

associação entre anfotericina B e anidulafungina exibiu sinergismo in vitro e ação 

inibitória contra a formação de biofilme de Candida em cateter venoso (Reginatto et 

al., 2020). A seleção de fármacos para combinação não é restrita a mesma classe, 

deve-se optar por aqueles de mecanismos diferentes e que apresentem baixa 

toxicidade (Zhu et al., 2023). É importante ressaltar que nessa estratégia podem 

ocorrer divergências quanto à eficácia observada in vitro e a eficácia in vivo 

(Livengood; Drew; Perfect, 2020).  

 O reposicionamento de fármacos também é uma medida vantajosa e menos 

custosa, o fato de já existirem informações acerca do perfil dos compostos, como 

tolerabilidade, toxicidade e farmacocinética, otimiza o tempo de processo (Fuentefria 

et al., 2018; Wall; Lopez-Ribot, 2020). Um exemplo clássico é a flucitosina, 

elaborada inicialmente para a terapêutica anticâncer e posteriormente reposicionada 

como antifúngico (Wall; Lopez-Ribot, 2020). A talidomida, que ficou conhecida pelo 

efeito teratogênico ao ser usada como antiemético e logo foi banida, posteriormente 

foi realocada para o tratamento de hanseníase e, recentemente, do mieloma múltiplo 

(Schein, 2020; Wall; Lopez-Ribot, 2020). O reposicionamento da nitroxolina e do 

clioquinol, ambos derivados da classe das 8-hidroxiquinolinas, vêm sendo 

explorados como opções no tratamento de infecções parasitárias, bacterianas e 

fúngicas (Mitrović; Kos, 2019; Xu et al., 2020) e são alvos de pesquisa no presente 

estudo. 

 O clioquinol (5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinolina) (Figura 1) é um 

antimicrobiano, atualmente utilizado para uso tópico. Foi banido na décado de 70 

devido a relatos de usuários japoneses que apresentaram quadros de neuropatia 

mielo-óptica subaguda, mas recentemente despertou interesse sobre o seu potencial 

terapêutico (Oliveri; Vecchio, 2016; Wykowski; Fuentefria; de Andrade, 2022). 

Estudos demonstraram a sua atividade antifúngica frente a espécies de Candida e 

dermatófitos (da Costa et al., 2020; Pippi et al., 2017); atividade antibiofilme com 

90% de inibição na formação do biofilme de Candida e também a remoção de 80% 

em biofilmes de Candida formados na superfície de dispositivos intrauterinos (Pippi 

et al., 2018). Além disso, apresenta potencial para o tratamento de doenças como 

Alzheimer e Parkinson (Finkelstein et al., 2016; Zhang et al., 2013). A nitroxolina (5-
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nitro-8-hidroxiquinolina) (Figura 1) é um antibacteriano de uso oral, voltado para 

infecções urinárias (Kranz et al., 2017). Possui amplo espectro contra bactérias 

Gram-negativas e Gram-positivas (Naber et al., 2014). Demonstrou atividade 

antifúngica frente a diferentes espécies de Candida, exibindo valores de MIC entre 1 

a 4 mg/L (Kranz et al., 2017), inclusive obteve excelente desempenho contra 

Candida auris, com valores de MIC entre 0,125 a 1 mg/L (Fuchs et al., 2022). A 

nitroxolina também apresenta potencial para outras aplicações, como ação 

neuroprotetora (Van Hau et al., 2019) e atividade antitumoral (Mitrović; Kos, 2019; 

Xu et al., 2020).  

 O desenvolvimento de polímeros com atividade antimicrobiana também é uma 

alternativa para solucionar a problemática dos antifúngicos e reduzir os riscos de 

contaminação de dispositivos médicos e superfícies (Muñoz-Bonilla; Fernández-

García, 2012; Sanches et al., 2015; Wu et al., 2023). As propriedades intrínsecas 

dos polímeros permitem a utilização em matrizes de materiais com agentes 

antimicrobianos, podendo atuar como carreadores dos compostos (Grigoras, 2021; 

Muñoz-Bonilla; Fernández-García, 2012; Wu et al., 2023). O itraconazol 

encapsulado com nanopartículas de poli(etilenoglicol) (PEG) melhorou o efeito 

antifúngico em comparação ao fármaco não encapsulado com o polímero (Mejía et 

al., 2024).  A anfotericina B encapsulada em blocos triplos de policaprolactona (PCL) 

e poli(2-dialildimetilaminoetilmetacrilato) (PDMAEMA) melhorou o desempenho da 

AMB livre, reduziu a toxicidade e manteve a atividade contra cepas de Candida spp. 

através da liberação controlada do fármaco (Diaz et al., 2015). Outra incorporação 

promissora de AMB foi a combinação com ciclodextrina polimerizada, esse sistema 

de liberação controlada e sustentada do fármaco apresentou atividade antifúngica 

significativa frente a Saccharomyces cerevisiae e também reduziu a citotoxicidade 

de AMB (Haley et al., 2019). O sertaconazol incorporado em nanomicelas de (poli-

etilenoglicol)-bloco-poli(ε-caprolactona) (PEG-b-PCL) teve a solubilidade melhorada 

cerca de 80 vezes mais em solução aquosa e foi mais eficaz contra Fusarium 

miscanthi e Microsporum canis em comparação ao fármaco livre (Soliman; Attia; 

Mohamed, 2014). 
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Figura 1 - Estrutura química dos fármacos envolvidos neste estudo. Figura do autor. 

 

2.4. Cloreto de poli(dialildimetilamônio) – PDDA 

 

 O cloreto de poli(dialildimetilamônio) (PDDA) é um polieletrólito carregado 

permanentemente com carga positiva em unidades cíclicas (Figura 2), pertence à 

classe dos polímeros amino-quaternários e possui excelente atividade biocida. É 

considerado seguro para a saúde humana, empregado em áreas desde a indústria 

de papel, alimentícia, mineração, tratamento da água potável até a aplicações 

biomédicas (Carmona-Ribeiro; de Melo Carrasco, 2013; de Carvalho et al., 2023; 

Sanches et al., 2015).  

 A formulação de nanopartículas de gramicidina e PPDA exibiu potente 

atividade microbicida contra bactérias (Pseudomonas aeruginosa e S. aureus) e 

fungos (C. albicans) (Pérez-Betancourt et al., 2022). O filme de polieletrólito à base 

de alginato de sódio e PDDA apresentou atividade antiviral e antibacteriana, 

inativando 99,8% do SARS-CoV-2 e inibindo bactérias como Staphylococcus aureus 

e Escherichia coli (de Carvalho et al., 2023). A incorporação de PDDA em resinas 

acrílicas de uso odontológico exibiu atividade significativa contra Candida albicans e 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Dos Santos et al., 2021). Foi 
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demonstrado que o PDDA interage fortemente com a parede celular de fungos e 

bactérias, formando multicamadas, enfraquecendo assim essas estruturas e 

possibilitando a ação do agente antimicrobiano que carreava (Carrasco; Sampaio; 

Carmona-Ribeiro, 2015; de Carvalho et al., 2023).  

 Um estudo propôs nanopartículas carregadas com o fungicida tebuconazol, 

preparadas por automontagem eletrostática de PDDA e complexo de inclusão de 

sulfobutileter-β-ciclodextrina. As nanopartículas de tebuconazol demonstraram-se 

estáveis por 28 dias, apresentaram liberação sustentada e ação superior ao 

concentrado industrial de tebuconazol (98%) e a sua suspensão comercial 

disponível (96,33%) frente a Fusarium graminearum (Shi et al., 2022). 

Nanocompósitos preparados a base de PDDA com uma substância intercamada de 

diatomita e nanopartículas de prata, apresentaram excelente atividade 

antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e atividade 

fungicida contra leveduras, na faixa de 0,11 g/L, equivalente a 5 mg/L de prata 

(Panáček et al., 2013).  Composições assim demonstram-se seguras para 

aplicações ambientais (Panáček et al., 2013; Shi et al., 2022). 

 O PDDA além de ser biocompatível, solúvel em água, atóxico e de baixo 

custo, é biodegradável, o que reforça a vantagem de usá-lo em sistemas de 

ambiente hospitalar e em embalagens, pois é uma matéria sustentável 

ambientalmente (de Carvalho et al., 2023). Apesar da versatilidade e capacidade de 

projetar biocidas eficazes, é importante investir em mais ensaios, inclusive in vivo, 

para conhecer precisamente a eficácia dos sistemas poliméricos e os mecanismos 

subjacentes, afim de garantir a biossegurança do uso clínico (Grigoras, 2021; Wu et 

al., 2023).  
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Figura 2 - Estrutura química do cloreto de poli(dialildimetilamônio) – PDDA. Figura do autor. 

 

2.5. Infecções fúngicas e Candida spp. 

 

Nos últimos tempos houve um aumento da incidência de infecções fúngicas e 

consequente dificuldade em tratá-las, em resposta ao uso exagerado de terapias 

imunossupressoras, distúrbios endócrinos, uso excessivo de pesticidas agrícolas, 

alterações climáticas e ao aumento da população (Fisher et al., 2022; Lionakis; 

Drummond; Hohl, 2023). O diagnóstico clínico incorreto e tardio também é um fator 

predisponente nessa casuística. Os métodos de diagnóstico como o exame direto 

utilizando microscopia óptica, histopatologia e cultura fúngica são comuns na rotina 

laboratorial. Já os testes sorológicos de antígenos fúngicos e técnicas moleculares 

como MALDI-TOF são menos frequentes. Independente da técnica utilizada, a 

análise exige expertise do profissional e qualidade das amostras coletadas, sendo 

que fatores inerentes ao exame como esses, contribuem para erros no diagnóstico, 

falhas terapêuticas e consequente recidivas de infecção (Rodrigues; Nosanchuk, 

2020).  

As doenças causadas por fungos são responsáveis por mais de 1,5 milhão de 

mortes ao ano e 90% corresponde a infecções provocadas por Candida, Aspergillus 

e Cryptococcus (Wu et al., 2023). Candida spp. é o principal agente etiológico em 

infecções nosocomiais de pacientes imunocomprometidos, responsável por índices 

elevados de morbi-mortalidade (Lionakis; Drummond; Hohl, 2023; Sharma; Nonzom, 

2021; Silva-Rocha; de Azevedo; Chaves, 2017; Wu et al., 2023). Apesar da 

gravidade e a relevância para a saúde pública, as infecções fúngicas ainda são 
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negligenciadas, principalmente em países e populações com menor poder aquisitivo, 

onde o acesso ao diagnóstico clínico e tratamento adequado são limitados (Fisher et 

al., 2022; Rodrigues; Nosanchuk, 2020).  

Candida albicans é considerada um colonizador natural dos tratos 

gastrointestinal e reprodutivo da maioria dos humanos. As infecções oportunistas 

ocorrem quando há um desequilíbrio na microbiota habitual do hospedeiro ou 

perturbações no sistema imune, fazendo com que esse microorganismo comensal 

se torne patogênico (Lionakis; Drummond; Hohl, 2023).  

 As doenças causadas por leveduras patogênicas podem causar 

manifestações clínicas superficiais, mucocutâneas ou até sistêmicas (Lionakis; 

Drummond; Hohl, 2023; Wu et al., 2023). Quando o microorganismo invade o estrato 

córneo da pele, configuram-se as infecções superficiais. Essas infecções são as 

mais comuns e afetam inúmeros indivíduos, principalmente em países de clima 

tropical e subtropical, devido as condições externas favoráveis ao patógeno (Wu et 

al., 2023). Além de Candida, outros agentes são comuns nesses casos, como os 

dermatófitos e as leveduras do gênero Malassezia (de Albuquerque Maranhão et al., 

2019; Silva-Rocha; de Azevedo; Chaves, 2017). A candidíase mucocutânea pode 

apresentar manifestações clínicas na região orofaríngea, esofágica ou vulvovaginal. 

Essas infecções geralmente afetam indivíduos imunossuprimidos, mas também 

podem manifestar-se em imunocompetentes (Lionakis; Drummond; Hohl, 2023). A 

candidíase invasiva é caracterizada pela disseminação de Candida na corrente 

sanguínea, atingindo órgãos profundos, como fígado, baço e rim. É considerada 

uma das principais causas de infecção nosocomial da corrente sanguínea em países 

com maior renda, responsável por índices elevados de mortalidade (Lionakis; 

Drummond; Hohl, 2023; Pappas et al., 2018). 

 Alguns fatores como o uso de antibióticos de amplo espectro, utilização de 

dispositivos médicos (como cateteres venosos) e imunossupressão iatrogênica 

(corticoterapia prolongada, imunoterapia, etc.) são predisponentes para a 

translocação da Candida para a corrente sanguínea (Lionakis; Drummond; Hohl, 

2023). Recentemente, a pandemia provocada pelo vírus SARS-CoV-2, causador da 

COVID-19 (Coronavirus disease 19), ocasionou o aumento de infecções por 

Candida spp. nesses pacientes, principalmente C. albicans e C. parapsilosis  
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(Garnica et al., 2022) e também aumentou a incidência de candidemias causadas 

por C. krusei e C. glabrata (Garnica et al., 2022; Moser et al., 2021). Essas co-

infecções, somadas às comorbidades de cada paciente, corroboraram para a 

complexidade dos quadros clínicos e consequente aumento da taxa de mortalidade, 

mesmo após ao tratamento antifúngico (Erami et al., 2022; Moser et al., 2021).  

Outras espécies de Candida têm sido relatadas na casuística de candidíase 

invasiva e se tornado emergentes, como C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e 

C. krusei. Juntamente com C. albicans, são responsáveis por causarem cerca de 

setecentos mil casos anuais de candidíase invasiva e possuem resistência intrínseca 

a uma série de antifúngicos (Sharma; Nonzom, 2021; Silva-Rocha; de Azevedo; 

Chaves, 2017; Wu et al., 2023). Após o relato de uma infecção causada por C. auris 

e o conhecimento do seu perfil multirresistente e alto potencial de disseminação, a 

preocupação aumentou e pôs toda a comunidade médica e científica em alerta 

(Fisher et al., 2022; Lionakis; Drummond; Hohl, 2023; Treviño-Rangel et al., 2022). 

Os fatores de virulência, como a capacidade de formar biofilme e a habilidade em 

esquivar-se dos mecanismos de defesa humano, são alguns mediadores da 

patogenicidade dessas leveduras e responsáveis por reduzir a susceptibilidade das 

estirpes aos antimicrobianos (Pappas et al., 2016; Singh; Tóth; Gácser, 2020).  

 

2.5.1. Biofilmes fúngicos 

 

 Os biofilmes podem ser compreendidos como comunidades microbianas 

embebidas em uma matriz extracelular polimérica, constituída por proteínas, 

carboidratos, glicose e minerais. Essa estrutura confere proteção ao 

microorganismo, favorece a troca de nutrientes, aumento da virulência e resistência 

frente aos antifúngicos. Logo, a formação do biofilme está ligada a complexidade 

das infecções e falha terapêutica (Andrés; Alexandro, 2020; Fuentefria et al., 2018).  

 O biofilme pode se formar em superfícies bióticas ou abióticas, o processo 

envolve quatro etapas principais: (1) as células aderem à superfície e formam uma 

camada basal; (2) ocorre a proliferação das células, surgem hifas ou pseudo-hifas e 

conferem estabilidade; (3) sucede-se a maturação do biofilme, aumenta a 
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consistência da matriz; por último, (4) a dispersão, o biofilme se desprende e invade 

outros sítios (Figura 3) (Atriwal et al., 2021; Wall et al., 2019).  

 O tratamento de escolha contra biofilmes de Candida spp. consiste em 

equinocandinas e formulações lipossomais de anfotericina B (Cavalheiro; Teixeira, 

2018; Costa-Orlandi et al., 2017). Em casos de pacientes que utilizam dispositivos 

médicos, existe a “antifungal lock therapy” – terapia de bloqueio, que expõe o 

utensílio a uma solução antifúngica superconcentrada por um tempo determinado 

antes de ser implantada no paciente. Essa medida visa reduzir os riscos de 

colonização microbiana (Atriwal et al., 2021).  

 Candida albicans é a espécie que possui maior capacidade para formar 

biofilme fúngico, seguida de Candida tropicalis (Cavalheiro; Teixeira, 2018). O 

complexo Candida parapsilosis (C. parapsilosis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis) 

também forma biofilme, principalmente em pacientes que utilizam dispositivos 

médicos (Pristov; Ghannoum, 2019). Candida krusei é a menos virulenta, mas 

apresenta resistência intrínseca ao fluconazol e Candida glabrata é a espécie menos 

suscetível aos antifúngicos utilizados para tratar candidíases invasivas, o que 

complica a erradicação do biofilme desses patógenos (Gabaldón; Gómez-Molero; 

Bader, 2020).  
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Figura 3 - Formação do biofilme de fungos leveduriformes em superfície. Figura do autor. 

 

 

2.6. Mecanismos de ação dos fármacos antifúngicos 

 

 Os fármacos antifúngicos podem ser fungicidas, capazes de matar o 

microorganismo ou fungistáticos, conseguem impedir o crescimento fúngico. Os 

principais alvos são a síntese do DNA e proteínas, a parede celular fúngica e os 

componentes da membrana plasmática (Figura 4) (Scorzoni et al., 2017; Wu et al., 

2023). Até o momento, existem cinco principais classes de antifúngicos: polienos, 
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azóis, equinocandinas, análogos da pirimidina e alilaminas (Fuentefria et al., 2018; 

Wu et al., 2023).  

 

 

Figura 4 – Representação da célula fúngica e alvos moleculares das principais classes de fármacos antifúngicos, 
imagem adaptada de Heard; Wu; Winter, 2021.  

 

 

 Os fármacos poliênicos são de origem natural, obtidos a partir dos 

actinomicetos do gênero Streptomyces (Fisher et al., 2022; Wu et al., 2023), são 

fungicidas de amplo espectro contra fungos leveduriformes e filamentosos. Atuam 

através da ligação com o ergosterol presente na membrana celular fúngica, o 

complexo formado aumenta a permeabilidade celular e propicia o extravasamento 

do material intracelular, resultando na morte da célula fúngica (Fisher et al., 2022; 
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Zhu et al., 2023). Apesar de ser a primeira classe antifúngica utilizada na clínica, há 

poucos relatos de resistência à essa terapia. Contudo, a alta toxicidade ao paciente 

é um limitante, devido a afinidade por esteróis de membrana, constituintes também 

de células humanas (colesterol), resultam em efeitos nocivos ao organismo humano, 

como hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (Zhu et al., 2023).  

 A nistatina, natamicina e a anfotericina B integram a classe dos polienos. As 

primeiras são de uso tópico, em razão da toxicidade e a baixa absorção no intestino. 

A nistatina é utilizada no tratamento de candidíases e a natamicina em casos de 

ceratite fúngica, principalmente as causadas por fungos filamentosos, como 

Fusarium spp (Chatelon et al., 2019). A anfotericina B é de uso exclusivo hospitalar, 

administrada por via intravenosa, indicada para infecções fúngicas invasivas graves. 

Mesmo com as alterações hepáticas, renais e gastrointestinas da sua forma 

convencional, ainda é considerada padrão ouro e muitos esforços são aplicados 

para melhoria do seu perfil e contorno da toxicidade (Cavassin et al., 2021; Zhu et 

al., 2023).   

 Os azóis são fungistáticos e apesar de possuírem um amplo espectro de 

ação, algumas espécies apresentam resistência intrínseca. Podem ser classificados 

em dois grupos, imidazóis (clotrimazol, miconazol, cetoconazol) e triazóis 

(itrazonazol, fluconazol, voriconazol e posaconazol) (Scorzoni et al., 2017; Thomaz 

et al., 2022). Os imidazóis foram os primeiros da classe, mas demonstraram alta 

toxicidade e foram direcionados apenas para administração tópica. Os triazóis 

também se subdividem em gerações, a primeira corresponde ao itraconazol e 

fluconazol e a segunda geração ao voriconazol e posaconazol. Todos possuem 

atividade significativa e são seguros, porém a primeira geração apresenta limitações 

contra Scedosporium spp., Fusarium spp. e Mucorales spp. Já a segunda geração, 

apresenta amplo espectro de ação e são fungicidas (Scorzoni et al., 2017; Thomaz 

et al., 2022). O mecanismo de ação desses agentes consiste na interferência da 

biossíntese do ergosterol, através da inibição da enzima lanosterol-14-α-desmetilase 

envolvida no processo (Chatelon et al., 2019). O fluconazol é o fármaco de primeira 

escolha para o tratamento de candidíases superficiais, porém algumas espécies de 

Candida não-albicans (CNA) apresentam resistência a ele. O voriconazol apresenta 
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um perfil de suscetibilidade amplo, é utilizado para tratar infecções invasivas como 

candidemias e aspergilose pulmonar (Chatelon et al., 2019).  

 As equinocandinas são os fármacos de primeira escolha no tratamento de 

candidíases sistêmicas, são elas: anidulafungina, micafungina e caspofungina. Sua 

administração é predominantemente por via endovenosa, pois são pouco absorvidas 

pelo sistema gastrointestinal (Cavassin et al., 2021; Szymański et al., 2022). Essa 

classe interfere na síntese do principal constituinte da parede celular fúngica, o 

polissacarídeo β-glicana, causando a ruptura da estrutura e promovendo a morte 

celular. Esse mecanismo de ação seletivo, reduz a toxicidade e confere maior 

segurança, pois não atinge as células humanas, diferentemente da maioria das 

classes antifúngicas (Cavassin et al., 2021; Szymański et al., 2022). São fungicidas 

contra espécies de Candida e Saccharomyces, fungistáticos frente a espécies de 

Aspergillus e não apresentam atividade contra os gêneros Cryptococcus, Fusarium, 

Trichosporon, Rhodotorula e Scedosporium (Perlin; Rautemaa-Richardson; 

Alastruey-Izquierdo, 2017; Szymański et al., 2022; Zhu et al., 2023). Recentemente, 

a rezafungina foi aprovada para o tratamento de candidemia e candidíase invasiva, 

incluindo subconjuntos de Candida auris resistente a equinocandinas (Hoenigl et al., 

2021; Szymański et al., 2022; Zhang; Bills; An, 2023). O ibrexafungerp segue 

avançando os ensaios clínicos, mas sua formulação oral já foi aprovada para tratar 

candidíase vaginal. Após longos anos sem atualizações, a inserção desses novos 

medicamentos é uma aposta para melhorar o arsenal antifúngico (Hoenigl et al., 

2021; Zhang; Bills; An, 2023).  

 Alguns mecanismos envolvem mais de um alvo, como os análogos da 

pirimidina, que interferem no metabolismo da pirimidina, síntese de ácidos nucleicos 

e na síntese de proteínas da célula fúngica. A flucitosina é a principal representante 

dessa classe e possui atividade frente as espécies leveduriformes, como Candida, 

Cryptococcus e Saccharomyces, mas é menos ativa contra outros fungos (Zhu et al., 

2023). Frequentemente esse fármaco é associado a outros antifúngicos para 

melhorar o desempenho da atividade, pois a resistência dos fungos à flucitosina é 

comum (Zhu et al., 2023).  

 As alilaminas são fungicidas sintéticos, utilizados principalmente para o 

tratamento de infecções superficiais. Naftina foi primeiro fármaco da classe e a 
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Terbinafina um derivado desse protótipo. O mecanismo de ação consiste na inibição 

da biossíntese do ergosterol, através do bloqueio da enzima esqualeno epoxidase, 

causando o aumento da permeabilidade e posterior ruptura celular (Campoy; Adrio, 

2017). A terbinafina possui amplo espectro de ação frente a espécies dermatofíticas, 

mas atividade reduzida contra espécies leveduriformes (Campoy; Adrio, 2017; 

Scorzoni et al., 2017).  

 Outros antifúngicos não convencionais também são efetivos contra Candida 

spp., por exemplo, o ciclopirox olamina. Esse derivado da hidroxipirimidina possui 

ação quelante de cátions trivalentes (Fe3+, Al3+) e atua inibindo enzimas metais-

dependentes, como citocromos, catalases e peroxidades. Possuem amplo espectro 

contra Fusarium spp. e dermatófitos também (Campoy; Adrio, 2017). Já a 

griseofulvina, um metabólito natural de Penicillium griseofulvum que inibe a síntese 

de microtúbulos (no núcleo da célula fúngica), apresenta pouca atividade contra 

leveduras e é mais eficaz contra dermatófitos (Campoy; Adrio, 2017; Heard; Wu; 

Winter, 2021). 

 Esforços contínuos são voltados para a descoberta de novos alvos 

antifúngicos, principalmente nos casos de infecções invasivas. Os novos alvos 

incluem glicosilfosfatidilinositol (GPI), quitina quinase, histona desacetilase e vias 

relacionadas à mitocôndria e pirimidina sintase. Muitos compostos direcionados a 

essas vias de virulência estão avançando nos ensaios clínicos (Zhang; Bills; An, 

2023). O olorofim pertence a nova classe denominada ortomidas, atua inibindo a 

enzima desidrogenase envolvida na síntese de pirimidina. Recentemente, foi 

designado como medicamento órgão pela Food and Drug Administration (FDA) para 

o tratamento de coccidioidomicose (Hoenigl et al., 2021; Zhang; Bills; An, 2023). O 

fosmanogepix demonstrou amplo espectro contra numerosos fungos patogênicos, 

entre eles espécies de Candida spp. incluindo Candida auris. Esse composto é um 

inibidor da enzima glicosilfosfatidilinositol e segue avançando nos ensaios clínicos 

(Hoenigl et al., 2021).  
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Abstract 

The low-toxicity, water-soluble, and strong polyelectrolyte poly(diallyldimethylammonium chloride) 

(PDDA) promotes an unprecedented antifungal effect against Candida strains when combined with 

antifungals drugs of different classes, e.g., caspofungin (CSP), amphotericin B (AMB) and clioquinol 

(CLIO). Especially considering CSP, the associations with PDDA led to extremely low minimal 

inhibitory concentrations (MIC), reaching values below nanogram per milliliter. These extreme values 

were observed consistently for different Candida strains, suggesting a multi-mechanistic action and 

regenerative behavior of the antifungal association. Although, the CSP-PDDA combination did not 

perform well against the inhibition of Candida spp. biofilm formation and eradication, also did not 

present any in silico toxicity risks, which indicates this combination to be a strong candidate for new 

applications in various biomedical areas. 

 

Significance Statement 

Resistance to antimicrobials is an emerging problem, and adopting measures to improve the current 

scenario is crucial. Research into new therapeutic strategies using drugs of known efficacy combined 

with water-soluble polymeric systems is a viable and sustainable alternative, as these polymers are 

non-toxic, biocompatible and biodegradable. Repositioning drugs or combining known compounds is 

less regarding time and investment.  

 

Main Text 

 

Introduction 

 

It is no news that microbial resistance is prevailing and we are running out of antimicrobial 

drugs, as explicitly described by the World Health Organization [1]. Improving current diagnostic tests 

and antimicrobials, designing incentives to engage the industry, and eliminating regulatory 

bottlenecking from drug discovery to practice are necessary steps to solve this issue. However, simple 

and innovative approaches are essential for combating antimicrobial resistance [2, 3]. 

Considering the antifungal drug-resistance, the situation is not different, mainly due to the 

significance of fungal infections associated with intensive care [4, 5]. Among those, Candida species 

infections are becoming more challenging to treat due to the increase of immunogenic diseases, the 

exaggerated use of immunosuppressive drugs, malnutrition, endocrine disorders, the widespread use 

of medical devices, aging, and the increase in the population [6]. The genus Candida is even on the 

list of priority fungal pathogens listed by the WHO in the 2022 [7]. The situation is aggravated due to a 

lack of available drugs, namely, in more than two decades, Ibrexafungerp (2021) was the first drug 

approved in a new antifungal class by the Food and Drug Administration (FDA), and in the last 
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decade, only one new antifungal of know class had been approved, Isavuconazole (2015) [8, 9]. 

Recently, Rezafungin (2023) was approved by the FDA for the treatment of candidemia and invasive 

candidiasis and other drugs are reaching advanced trial stages, such as Olorofim and Fosmanogepix 

[9, 10]. The limited availability of antifungals and difficulty in innovations is explained primarily by the 

similarity between fungal and mammalian cells, causing high toxicity often associated with antifungal 

therapy [5]. 

A recent innovative approach to increase drug availability has been the drug-function 

reallocation, i.e. taking a drug developed for a disorder and using it to address another disease [2]. 

However, in the case of antifungals, a reallocation is not so often observed, mainly due to their usual 

mechanisms of action [11, 2]. Thus different solutions are necessary. Strategies such as synergistic 

drug-drug or drug-natural product associations are also appealing, and most often these associations 

are composed of small molecules. At the same time, many polymeric drug-encapsulation systems are 

used in drug delivery as a manner of improving/controlling their delivery/release and reducing drug 

toxicity. For the latter, the drug of choice is always a potent one and is known to be very active for the 

targeted infirmity [12, 13]. However, little is known about how much the polymer can influence 

antifungal activity, especially when using a drug that the target microbial has already developed a 

resistance mechanism. A common feature of the polymers used in these approaches is their 

biocompatibility/low toxicity to mammalian cells [12, 13]. 

Consequently, water-soluble polymers are especially interesting for biological applications due 

to their intrinsic processual low-toxicity by avoiding organic-solvent residues, and usual 

biocompatibility [14]. Poly(diallyldimethylammonium chloride) (PDDA) has been described in various 

technical and biomedical applications and widely used for wastewater treatment, oil separation from 

aqueous emulsions, in shampoos as ionic retention aids and as flocculants in the paper industry [15, 

16]. However, PDDA is also a polycation, class of polymers with reported antifungal activity that 

disrupts the fungal cell membrane [17, 18]. PDDA itself is reported as an antifungal compound, 

especially in association with metal nanoparticles or other active substances [19]. 

Thus, in this study, we used PDDA in association with commercial antifungals and applied 

against difficult-to-treat fungal strains. Therefore, it has a clear goal of giving outdated antifungal drugs 

a “second life” and suggesting an innovative approach that could not only prospect a new drug but 

refurbish the use of a whole series of drugs from different antifungal classes. Commercial antifungal 

agents caspofungin (CSP, Echinocandin), amphotericin B (AMB, Polyenic), and the antimicrobials 

derived from 8-hydroxyquinoline, namely clioquinol (CLIO) and nitroxoline (NTX), were used in this 

study to evaluate the susceptibility to Candida strains. These compounds were evaluated in the 

presence or absence of PDDA under different drug/polymer molar ratios (1:1, 1:99 and 99:1), allowing 

prospecting potential applications, e.g., antimicrobial packaging (small amount of drug in a polymer 

matrix) and drug formulations with a polymeric additive (small amount of polymer added to a drug). 

The susceptibility test evaluated the neat antifungal drugs, neat polymer and drug/polymer 

associations.  
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Results 

 

 When evaluating the neat commercial drugs, C. parapsilosis (CPMT23, CPMT34 and 

ATCC22019) was the only species that all strains tested were susceptible to AMB (MIC values from 

0.5 – 1.0 µg/mL), while the other species had at least one resistant strain to AMB (MIC range from 2.0 

– 4.0 µg/mL). The antimicrobials showed activity against all yeast-like fungi tested, the CLIO’s MIC 

ranged from 0.25 – 1.0 µg/mL and NTX’s MIC ranged from 0.25 – 4.0 µg/mL. This reinforces the 

benefits and importance of drug repositioning. Finally, all strains were sensitive to CSP (MIC ranging 

from 7.81x10-3 – 0.5 µg/mL). 

 The neat PDDA presents no antifungal activity in a range from 9.76x10-4 – 4096 µg/mL against 

C. albicans (CAMT02), C. glabrata (CGMT24), C. krusei (CKMT03), C. parapsilosis (CPMT23) and C. 

tropicalis (ATCC750) strains, but visually appears to decrease fungal growth at higher concentrations. 

Since PDDA did not present a MIC value, the combination with the drugs was initially based on 

equimolar proportions 1:1 drug-polymer ratio, a polymer-rich composition (1:99) and a drug-rich 

composition (99:1). Comparing the mean MIC of each drug separately in different ratios of PDDA, all 

except NTX (Friedman test, post hoc Games-Howell, p>0.05) differed at least between two 

combinations. The mean MICs for each treatment are shown in Table 1, and the results of the 

difference estimates between the means of these treatments are shown in Table 2.   

 The AMB-PDDA 1:99 combination showed more significant antifungal activity than the neat 

drug (-1.263 ± 0.278, p= 0.032) and the equimolar proportion with the polymer (-1.377 ± 0.283, p= 

0.022). The CLIO-PDDA 1:99 treatment was superior to CLIO and CLIO-PDDA 1:1 (-0.560 ± 0.119, p= 

0.025; -0.424 ± 0.076, p= 0.005, respectively) and the 99:1 ratio was inferior to CLIO-PDDA 1:99 

(0.401 ± 0.067, p=0.002). CSP-PDDA 1:99 treatment was better than CSP-PDDA 1:1 (-0.081 ± 0.015, 

p= 0.015) and superior to the drug-rich ratio (99:1) (0.077 ± 0.008, p≤ 0.001). 

 It is clear that the 1:99 drug/polymer combination is more effective and has lower average 

MICs when compared to the other combinations of the same drug or the neat drug. In addition, it is 

possible to say that the CSP-PDDA 1:99 treatment is superior to AMB-PDDA 1:99 (-0.415 ± 0.091, p= 

0.039), as the mean in this treatment was 0.415 µg/mL lower than the mean MIC of AMB-PDDA 1:99. 

The other treatments showed no significant difference using the Gomes-Howell post hoc test (p> 

0.05). In the samples collected, CSP-PDDA 1:99 had a lower mean MIC, and the readings were not 

very variable, even the individual results for some strains reached unprecedented values of less than 

1 ng/mL (0.061- 0.976 ng/mL) (see supporting information (SI) - Table S1).  

 The CSP-PDDA 1:99 combination was tested against the inhibition of the formation and 

potential removal of the fungal biofilm and compared with the activities of the pure drug (CSP) and the 

pure polymer, in the MIC ranges determined previously. A one-way ANOVA was conducted to assess 

the diferences between the treaments in each activity. In the biofilm removal activity (BR), no 

significant difference was detected between the treatments (F(2,20)= 3.427, p= 0.053). On the other 

hand, the analysis revealed a substantial difference in the biofilm formation inhibition data (F(2,20)= 

8.561, p= 0.002). Subsequently, Tukey's post hoc test showed the estimates of the difference between 

the means of the treatments, where CSP was superior to CSP-PDDA 1:99 (10.20 ± 2.85, p= 0.005) 
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and PDDA (10.25 ± 2.85, p= 0.005). Similarly, when assessing the reduction in the metabolic activity 

of the fungal biofilm (BMIC), CSP performed better than CSP-PDDA 1:99 and pure PDDA (8.91 ± 

3.11, p= 0.025; 9.77 ± 3.11, p= 0.013, respectively) (Table 3). Although CSP is a better reducer of 

metabolic activity in this comparison, its overall potential in terms of reductive percentage is 

considered low, as seen in Table 4. 

 To investigate whether there was a more effective treatment concerning removal (BR) and 

biofilm inhibition (IBF) activities, two-way ANOVA was adjusted and showed no significant difference 

(F(2,50)= 0.127, p= 0.881). When analyzed broadly, the average removal activity of the compounds 

tested stands out in inhibiting biofilm formation (13.39 ± 2.29, p< 0.001), but it is impossible to choose 

a treatment that is more effective in both activities. 

All the drugs showed excellent antifungal activity when combined with PDDA, especially in 

1:99 ratios (polymer-rich compositions). In other words, the amount of drug present in this combination 

was minimal, yet sensitive results were obtained against the microorganisms. Moreover, the In silico 

analysis or the compounds showed a low toxicity profile for the CSP-PDDA (SI – Table S2). It can be 

seen that this combination was able to reverse or decrease some of the toxicity parameters of the 

isolated drug, such as hepatotoxicity. CSP alone showed positive results, while the polymer did not; 

after the combination, we combination, we obtained divergent results on the platforms used.  

On the other hand, immunotoxicity remained positive after the compounds were 

superimposed. It is also essential to highlight the absence of skin sensitization and the low skin 

permeability by CSP-PDDA. We compared the skin permeability profile of this combination with drugs 

used in the clinic to treat mucocutaneous infections and found that they were similar. CSP-PDDA 

showed low skin permeability (cm/h) log kp -2.735 (SI - Table S3).  

   

Discussion  

 

In this study, PDDA showed no anti-Candida activity without a drug, contradicting some data 

in the literature. The assembly of PDDA with a cationic lipid (dioctadecyldimethylammonium bromide) 

(DODAB) exhibited activity against Candida albicans in the absence of drugs [20]. Sanches et al. [21] 

also demonstrated the superior antifungal activity of free PDDA against C. albicans compared to 

PDDA immobilized by methylmethacrylate (MMA) nanoparticles (NPs). The antimicrobial activity of 

polycationic structures, including PDDA, is described as a result of mass and charge localization that 

provides electrostatic interactions between the cationic structure and the membrane/wall of the 

negatively charged microorganism, resulting in disruption of the cellular structure [22, 23]. De 

Carvalho et al. [23] recently described the activity against the SARS-CoV-2 virus of films based on 

sodium alginate and PDDA, caused by the exact mechanism mentioned. 

The antimicrobial activity displayed by drug/polymer associations could also be explained by 

physical interactions or by the covalent bonding of the active molecule with the polymer matrix [24, 

25]. 

Considering the importance of invasive infections, various therapeutic strategies are needed. 

AMB is a polyene antifungal that has been discovered for over 60 years and continues to be extremely 



 

 

53 
 

important due to its broad spectrum of action and well-defined toxicity in its conventional form [26]. 

Several changes have been and are still being proposed to overcome the impasse of its toxicity. The 

proposed NPs-based encoded AMB (MAT2203), designed to improve oral availability and reduce 

toxicity [9], is progressing positively in clinical trials. In this study, some strains resisted to the pure 

drug, but the overall average treatment was effective against the strains. The literature reports that C. 

lusitaniae, C. albicans and C. parapsilosis may be less susceptible or resistant to AMB [26]. A MIC ≥ 2 

µg/mL of AMB should be considered unusual, and treatment with this drug alone is not ideal [27]. 

AMB-PDDA 1:99 reduced the minimum lethal concentration for all strains treated with pure AMB, 

suggesting a nanoencapsulation effect. 

Drug repositioning is a recent and less expensive alternative to developing new drugs [11, 2]. 

CLIO and NTX are antimicrobials derived from the 8-hydroxyquinoline (8-OHQ) class and have been 

the subject of recent research. Kranz et al. [28] demonstrated the antifungal activity of NTX against 

Candida species in a range between 1 - 4 mg/L. Fuchs et al. [29] reported a MIC between 0.125 and 1 

mg/mL of NTX against Candida auris strains. These data corroborate our results; Candida spp. is 

sensitive to NTX. CLIO showed anti-Candida activity, as pointed out in the literature [30, 31], and 

CLIO-PDDA 1:99 reduced the minimum concentration required to inhibit fungal growth completely. 

The mechanism of 8-OHQ is not entirely clear, but it is believed that metal chelation occurs through 

the interaction of the nitrogen of the quinoline ring with the 8-hydroxyl [32, 33]. 

Due to the increasing resistance to azoles, caused mainly by non-albicans Candida species 

(NCAC) and due to the renal toxicity of AMB, a new pharmacological group (the echinocandins) has 

emerged as a new therapeutic option [34]. Blocking the synthesis of (β-(1,3)-d -glucan), a component 

of the fungal cell wall, minimizes the side effects of CSP, as it does not affect human cells [35]. C. 

glabrata is the main Candida species to resist echinocandins significantly [36]. In our study, all the 

strains involved were susceptible to pure CSP, and the combination with PDDA (1:99) potentiated the 

antifungal activity, reaching the historical ng/mL range for some strains. 

An interesting point about the effects of PDDA is that medium or higher proportions of this 

polymer in the combination (1:1 and 1:99, respectively) gave lower MICs. As it is a polycation, the 

different components of the culture medium can interfere with the ionic strength and total charge 

required for the polymer to exert its effect [37]. This phenomenon was also observed by Padilla-

Garfias et al. [37], where higher concentrations of the polycation ε-poly-l-lysine were required in RPMI 

medium to achieve inhibition of fungal growth, while when using minimal medium (YNB) or medium 

with glucose (YNDB), lower concentrations of the polycation were lethal. The authors suggest that the 

interference is due to the difficulty of the polycation approaching the fungal plasma membrane, as the 

surrounding ions in richer media quickly occupy the negative charges. In this study, we used the RPMI 

medium as per the CLSI protocol, but the majority presence of the drugs (99:1) in suspension could 

also be a reason for interfering with the effect, considering the size of their structures. Sanches et al. 

[21] reported that the interaction of MMA NPs with PDDA inhibited the mobility of the polymer, as it 

was unable to penetrate the microorganism’s cell wall, compromising its activity against fungal cells.  

Similarly, Pérez-Betancourt et al. [22] demonstrated that weak interactions between PDDA 

and Gramicidin (Gr) NPs favored the microbicidal effect, as the facilitated disassembly allowed the 
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PDDA to interact with the outer cell wall and facilitated the agent's entry into the pathogen's cell 

membrane. This interaction provided the advantage of killing microorganisms in low doses of  na 

agent through the interaction of the hydrophobic Gr residues with the cationic lipid bilayers of the 

transporters, reducing the access of Gr to the pathogen. This mechanism could explain the results 

obtained with the AMB-PDDA and CSP-PDDA combinations in the polymer-rich ratio. 

The effects of CSP-PDDA 1:99 stood out among the other combinations tested, but this did 

not inhibit the formation, removal, and susceptibility of the fungal biofilm of Candida spp. The structure 

of the biofilm is complex; the polymeric extracellular matrix surrounding the microorganism confers 

survival in hostile environments [38, 39]. Echinocandins are effective against the biofilm of various 

organisms, including Candida spp. [40, 39, 35], but in this study, CSP alone and CSP-PDDA 1:99 did 

not perform well. The structures of the CSP and PDDA molecules are large, which could have 

hindered the electrostatic interaction or penetration of the compounds into this fungal matrix, 

compromising the anti-biofilm activity, raising the hypothesis that deficiente concentrations of CSP are 

not suitable for eliminating the fungal biofilm, not even using a polymer as a carrier. Bachmann et al. 

[40] reported that CSP could remove the pre-formed biofilm of C. albicans at concentrations close to 

the MIC range for most Candida strains, contradicting our findings. 

PDDA is a non-toxic polymer, and its combination with other compounds can soften or reverse 

the toxic effects of the active compound [15, 16]. CSP is metabolized mainly by the liver, which 

explains its hepatotoxicity [35], but in combination with PDDA, it exhibited beneficial changes in this 

parameter. The in silico profile of CSP-PDDA resembles that of drugs used to treat mucocutaneous 

infections, i.e., local action is obtained with a reduction in systemic side effects [41, 42]. This makes us 

wonder if this combination could be used since we have demonstrated antifungal activity against 

Candida spp. This would be innovative since caspofungin is only used intravenously in systemic 

infections [34, 35]. The combination with PDDA allowed the concentration of CSP to decrease while 

improving antifungal activity. The mechanism of this effect is still unclear, but this is an exciting 

application to study, as it provides efficient, non-toxic, and more economical systems. 

In conclusion, AMB, CLIO, and CSP increased their antifungal effect associated with the 

polyelectrolyte (PDDA). The individual antifungal mechanisms associated with PDDA produced 

effective systems with broad action against Candida spp. It is important to note that these drugs have 

been commercially used for decades and already present a wide range of susceptibility in their pure 

composition. The CSP-PDDA 1:99 combination showed surprising MICs, but did not impact on the 

inhibition activities of fungal biofilm formation and removal. In addition, CSP-PDDA showed no risk of 

toxicity in silico, proving to be a strong candidate for applications in various biomedical areas and for 

the treatment of mucocutaneous and systemic infections. 

 

 

Materials and Methods 

 

Microbial strains: Strains of C. tropicalis (CTMT21), C. glabrata (CGMT11, CGMT24), C. krusei 

(CKMT03), C. parapsilosis (CPMT23, CPMT34), C. albicans (CAMT01, CAMT02) deposited on the 
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library of the Applied Mycology Laboratory at University of Rio Grande do Sul (UFRGS – Brazil), and 

three standard, C. tropicalis (ATCC 750), C. krusei (ATCC 6258) and C. parapsilosis (ATCC 22019), 

strains were used in this study. The strains were previously cultured on Sabouraud Dextrose Agar 

(SDA) (HiMedia, Mumbai, India). The fungal inoculum was prepared according to Clinical and 

Laboratory Standards Institute guidelines document M27-A3 with modifications [43]. 

 

 

Antifungal agents and polyelectrolyte tested: Stock solutions of Caspofungin diacetate (CSP, Sigma-

Aldrich®, USA), Amphotericin B (AMB, Inlab, Brazil), Nitroxoline (NTX, Sigma-Aldrich®, USA), 

Clioquinol (CLIO, Sigma-Aldrich®, EU) were prepared using dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma-

Aldrich®, USA) and stored at – 4 ºC. The poly (diallyldimethylammonium chloride) (PDDA, Mw = 

400,000-500, Sigma-Aldrich®; USA, 20.0 mg/mL) was also prepared in Milli-Q® aqueous solution. 

When the compounds were diluted in the assay medium, a maximum concentration of DMSO of 2% in 

the assays was obtained. The solutions were prepared according to the Clinical and Laboratory 

Standards Institute [43]. 

 

 

Antifungal susceptibility testing: The minimum inhibitory concentration (MIC) of free antifungal drugs, 

or in association with PDDA, was determined by the broth microdilution method according to the M27-

A3 protocol [43]. MIC values are defined as the lowest concentration of compounds at which the 

microorganisms tested did not demonstrate visible growth in 48 h, except for CSP which is read at 24 

h (MIC50%). Independently for neat drugs or drug/polymer association, the concentrations always refer 

to the total mass in the solution. Initially, concentrations from 4096 µg/mL (PDDA), 2 µg/mL (CSP), 16 

µg/mL (AMB), and 8 µg/mL (CLIO and NTX) were tested. The MIC for the equimolar drug/polymer 

associations (1:1) was then determined by following the same concentration parameters as for the 

neat drugs. Then, the polymer-rich (1:99) and drug-rich (99:1) drug/polymer associations were also 

analyzed, considering the initial concentration of the pure drug. 

 For the CSP the interpretative criteria followed according to updates of document M27-S4 [44]. 

No interpretative criteria for CLIO, NTX, and AMB are available in the CLSI M27-S4 document. Thus, 

MIC breakpoints recommended by previous studies were used [27, 28, 30]. The 8-hydroxyquinoline 

(8-OHQ) derivatives were considered active against Candida spp. when they showed MIC ranges of 

0.031-2 μg/mL for CLIO and 1-4 μg/mL for NTX. Strains with MIC values ≥ 2 µg/mL for AMB were 

considered resistant. 

 

 

Inhibition of biofilm formation (IBF): The antibiofilm activity of compounds was evaluated by the 

technique of Bachmann et al. [40] and Reginatto et al. with modifications [39]. The pure antifungal and 

the most promising combination were selected for this approach based on previous MIC values. The 

microplate wells were pretreated with antifungal solution in different concentration ranges, where they 

remained in contact for 24 h at temperature of 4-8 ºC. After that, the solutions were removed from the 
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wells of the plates and washed with sterile distilled water. The fungal inoculum was prepared in Soya 

Tryptone Broth (TSB, KASVI) in the final concentration of 1.0-5.0 x 106 CFU/mL. Then, this inoculum 

was added to each well of the plates along with TSB for biofilm formation and incubated in an oven for 

48 h at 35 ºC. According to Stepanović et al. [45], biofilm biomass was determined with adaptations. 

The reading was performed on a microplate reader (Kazuaki, SPR-960) at a wavelength of 450 nm. 

 Inhibition was determined as a percentage relative to the untreated control (100%) (Equation 

1, where A is the absorbance value). The assay was performed in triplicate.  

 

𝐼𝐵𝐹 = [1 − (
𝐴450 𝑡𝑟𝑒𝑎𝑡𝑒𝑑 𝑤𝑒𝑙𝑙𝑠

𝐴450 𝑢𝑛𝑡𝑟𝑒𝑎𝑡𝑒𝑑 𝑤𝑒𝑙𝑙𝑠
)]  𝑥 100 (1) 

 

Biofilm removal (BR): The ability of compounds to remove performed biofilm in well-polystyrene 

microtiter plates was evaluated by the technique of Ramage et al. [38] and Reginatto et al. [39] with 

adaptations. The fungal inoculum and biofilm formation were performed similarly to the “Inhibition of 

biofilm formation (IBF)” section. Biofilms were treated with pure drug solutions and the most promising 

combination in the concentration ranges determined for each one.  

Then, the plates treated were incubated for 24 h at 35 ºC. Biofilm biomass was evaluated according to 

the technique described by Stepanović et al. [45] with modifications.The reading was performed on a 

microplate reader (Kazuaki, SPR-960) at a wavelength of 450 nm. Removal was determined as a 

percentage of the untreated control (100%) (according to Equation 2, where A is the absorbance 

value). The assay was performed in triplicate. 

 

𝐵𝑅 = [1 − (
𝐴450 𝑡𝑟𝑒𝑎𝑡𝑒𝑑 𝑤𝑒𝑙𝑙𝑠

𝐴450 𝑢𝑛𝑡𝑟𝑒𝑎𝑡𝑒𝑑 𝑤𝑒𝑙𝑙𝑠
)]  𝑥 100 (2) 

 

Biofilm susceptibility (BMIC): The performance of the test occurred according to Ramage et al. [38] 

and Reginatto et al. [39] with adaptations. The biofilm formation was performed similarly to the 

“Inhibition of biofilm formation (IBF)” section. The reduction of the metabolic activity of preformed 

biofilms was estimated using the vital dye MTT [3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium 

bromide]. The reading was performed on a microplate reader (Kazuaki, SPR-960) at a wavelength of 

450 nm. 

The reduced metabolic activity of the treated biofilms was calculated as a percentage of uncreated 

biofilms (100%) (Equation 3, where A is the absorbance value). The test was performed in triplicate. 

 

𝐵𝑀𝐼𝐶 = [1 − (
𝐴450 𝑡𝑟𝑒𝑎𝑡𝑒𝑑 𝑤𝑒𝑙𝑙𝑠

𝐴450 𝑢𝑛𝑡𝑟𝑒𝑎𝑡𝑒𝑑 𝑤𝑒𝑙𝑙𝑠
)]  𝑥 100 (3) 

 

 

In silico toxicity tests: Compounds were analyzed for toxicity through open-source programs. The 

canonical form of each molecule was obtained from the PubChem database and submitted to the 

PkCSM® [41], ADMET® [46] and ProTox® [47] platforms. These platforms evaluate a range of 

variables and data (physical-chemical, in vitro, in vivo) making it possible to predict the risk of toxicity 
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of different molecules through the application of specific calculations from their respective databases 

and evaluation of (Quantitative)Structure-Activity Relationship [(Q)SAR]. 

 

Statistical analysis: The analyses used R software [48]. Data that did not meet the requirements of 

normality and homogeneity using the Shapiro-Wilk and Levene tests, respectively, were analyzed 

using the non-parametric Friedman test followed by the Games-Howell post hoc test, for the data on 

inhibition of fungal biofilm formation, removal and susceptibility, one-away ANOVA followed by Tukey’s 

post hoc was used. 

A two-way ANOVA model was fitted to investigate whether there was a interaction between the 

treatments and the activities (biofilm inhibition or removal), followed by Tukey’s post hoc test. The 

results were considered statistically significant when p<0.05. 
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Table 1. Average minimum inhibitory concentration in µg/mL grouped by treatment of the pure drugs 

(AMB, CLIO, CSP, NTX) and combined with poly(diallyldimethylammonnium chloride) in different 

proportions (1:1, 1:99, 99:1) against Candida spp. 

Treatment Mean Std. Dev. Min. Max. 

     
AMB 1.682 1.230 0.500 4.000 

AMB-PDDA 1:1 1.795 1.259 0.250 4.000 

AMB-PDDA 1:99 0.418 0.428 0.008 1.000 

AMB-PDDA 99:1 0.980 0.724 0.031 2.000 

     

CLIO 0.705 0.522 0.250 2.000 

CLIO-PDDA 1:1 0.568 0.298 0.250 1.000 

CLIO-PDDA 1:99 0.145 0.199 0.004 0.500 

CLIO-PDDA 99:1 0.545 0.245 0.250 1.000 

     

CSP 0.103 0.136 0.008 0.500 

CSP-PDDA 1:1 0.083 0.070 0.004 0.250 

CSP-PDDA 1:99 0.003 0.004 0.000 0.016 

CSP-PDDA 99:1 0.080 0.038 0.031 0.125 

     

NTX 1.432 1.351 0.250 4.000 

NTX-PDDA 1:1 0.864 0.452 0.500 2.000 

NTX-PDDA 1:99 0.332 0.586 0.004 2.000 

NTX-PDDA 99:1 1.051 1.198 0.062 4.000 

Legend: AMB – amphotericin B; AMB-PDDA – amphotericin B - poly(diallyldimethylammonnium 
chloride); CLIO – clioquinol; CLIO-PDDA – clioquinol - poly(diallyldimethylammonnium chloride); CSP 
– caspofungin; CSP-PDDA – caspofungin - poly(diallyldimethylammonnium chloride); NTX – 
nitroxoline; NTX-PDDA – nitroxoline - poly(diallyldimethylammonnium chloride) 
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Table 2. Estimation of the difference between the means within each antimicrobial treatment (AMB, CLIO, CSP, NTX) and their different ratios (1:1, 1:99, 

99:1) with poly(diallyldimethylammonium chloride) against Candida spp. 

Comparison Estimate Lower Limit Upper Limit SE p-value 
A B      

Amphotericin B       
AMB AMB-PDDA 1:1 0.114 -1.372 1.599 0.375 0.996 
AMB AMB-PDDA 1:99 -1.263 -2.424 -0.103 0.278 0.032 * 
AMB AMB-PDDA 99:1 -0.702 -1.932 0.528 0.304 0.390 

AMB-PDDA 1:1 AMB-PDDA 1:99 -1.377 -2.563 -0.191 0.283 0.022 * 
AMB-PDDA 1:1 AMB-PDDA 99:1 -0.815 -2.069 0.438 0.310 0.283 
AMB-PDDA 1:99 AMB-PDDA 99:1 -0.562 -0.163 1.286 0.179 0.161 

       
Clioquinol       

CLIO CLIO-PDDA 1:1 -0.136 -0.655 0.383 0.128 0.874 
CLIO CLIO-PDDA 1:99 -0.560 -1.055 -0.065 0.119 0.025 * 
CLIO CLIO-PDDA 99:1 -0.159 -0.664 0.346 0.123 0.798 

CLIO-PDDA 1:1 CLIO-PDDA 1:99 -0.424 -0.730 -0.117 0.076 0.005 * 
CLIO-PDDA 1:1 CLIO-PDDA 99:1 -0.023 -0.349 0.304 0.082 0.997 
CLIO-PDDA 1:99 CLIO-PDDA 99:1 0.401 0.133 0.669 0.067 0.002 * 

       
Caspofungin       

CSP CSP-PDDA 1:1 -0.019 -0.153 0.114 0.033 0.974 
CSP CSP-PDDA 1:99 -0.100 -0.226 0.026 0.029 0.133 
CSP CSP-PDDA 99:1 -0.023 -0.151 0.104 0.030 0.945 

CSP-PDDA 1:1 CSP-PDDA 1:99 -0.081 -0.145 -0.016 0.015 0.015 * 
CSP-PDDA 1:1 CSP-PDDA 99:1 -0.004 -0.073 0.065 0.017 0.998 
CSP-PDDA 1:99 CSP-PDDA 99:1 0.077 0.042 0.112 0.008 <0.001 * 

       
Nitroxoline       

NTX NTX-PDDA 1:1 -0.568 -1.841 0.704 0.304 0.567 
NTX NTX-PDDA 1:99 -1.100 -2.395 0.195 0.314 0.109 
NTX NTX-PDDA 99:1 -0.381 -1.907 1.145 0.385 0.896 

NTX-PDDA 1:1 NTX-PDDA 1:99 -0.532 -1.159 0.096 0.158 0.115 
NTX-PDDA 1:1 NTX-PDDA 99:1 0.187 -0.948 1.323 0.273 0.961 
NTX-PDDA 1:99 NTX-PDDA 99:1 0.719 -0.444 1.882 0.284 0.317 

Legend: AMB – amphotericin B; AMB-PDDA – amphotericin B - poly(diallyldimethylammonnium chloride); CLIO – clioquinol; CLIO-PDDA – clioquinol - 
poly(diallyldimethylammonnium chloride); CSP – caspofungin; CSP-PDDA – caspofungin - poly(diallyldimethylammonnium chloride); NTX – nitroxoline; NTX-
PDDA – nitroxoline - poly(diallyldimethylammonnium chloride). The estimate obtained refers to the difference between the means of group B and group A, 
respectively. * Statistically significant difference (Friedman test, Games-Howell post-hoc test, p<0.05. 
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Table 3. Estimation of the difference between the treatment effects of the isolated compounds (CSP, 

PDDA) and the polymer-rich combination (CSP-PDDA 1:99) against Candida spp. biofilm in the 

different parameters was evaluated (susceptibility, inhibition of biofilm formation, and removal). 

Contrast Estimate SE p-value 

A B    

     

Biofilm Susceptibility    

    

CSP CSP-PDDA 1:99 8.91 3.11 0.025 * 

CSP PDDA 9.77 3.11 0.013 * 

CSP-PDDA 1:99 PDDA 0.87 3.11 0.958 

     

Biofilm Removal    

     

CSP CSP-PDDA 1:99 10.09 4.03 0.053  

CSP PDDA 7.71 4.03 0.161 

CSP-PDDA 1:99 PDDA -2.39 4.03 0.826 

     

Inhibition of biofilm Formation    

     

CSP CSP-PDDA 1:99 10.20 2.85 0.005 * 

CSP PDDA 10.25 2.85 0.005 * 

CSP-PDDA 1:99 PDDA 0.048 2.85 0.999 

Legend: CSP – caspofungin; PDDA – poly(diallyldimethylammonnium chloride); CSP-PDDA – 
caspofungin - poly(diallyldimethylammonnium chloride). The estimate obtained refers to the difference 
between the means of group B and group A, respectively. * Statistically significant difference (two-way 
ANOVA, Tukey post-hoc test, p<0.05).  
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Table 3. Estimation of the difference between the treatment effects of the isolated compounds (CSP, 

PDDA) and the polymer-rich combination (CSP-PDDA 1:99) against Candida spp. biofilm in the 

different parameters was evaluated (susceptibility, inhibition of biofilm formation, and removal). 

Contrast Estimate SE p-value 

A B    

     

Biofilm Susceptibility    

    

CSP CSP-PDDA 1:99 8.91 3.11 0.025 * 

CSP PDDA 9.77 3.11 0.013 * 

CSP-PDDA 1:99 PDDA 0.87 3.11 0.958 

     

Biofilm Removal    

     

CSP CSP-PDDA 1:99 10.09 4.03 0.053  

CSP PDDA 7.71 4.03 0.161 

CSP-PDDA 1:99 PDDA -2.39 4.03 0.826 

     

Inhibition of biofilm Formation    

     

CSP CSP-PDDA 1:99 10.20 2.85 0.005 * 

CSP PDDA 10.25 2.85 0.005 * 

CSP-PDDA 1:99 PDDA 0.048 2.85 0.999 

Legend: CSP – caspofungin; PDDA – poly(diallyldimethylammonnium chloride); CSP-PDDA – 
caspofungin - poly(diallyldimethylammonnium chloride). The estimate obtained refers to the difference 
between the means of group B and group A, respectively. * Statistically significant difference (two-way 
ANOVA, Tukey post-hoc test, p<0.05).  
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Table 4. Average percentage of removal, inhibition of formation and susceptibility of the pre-formed 

biofilm of Candida spp. treated with CSP, PDDA, and the polymer-rich combination (CSP-PDDA 1:99). 

Activity Treatment Mean Std. Dev. Min. Max. 

      

Biofilm removal      

 CSP 33.20 17.12 10.51 37.44 

 CSP-PDDA 1:99 23.11 12.07 7.62 23.99 

 PDDA 25.50 12.17 2.80 25.53 

      

Inhibition biofilm formation      

 CSP 20.70 10.21 5.99 39.94 

 CSP-PDDA 1:99 10.50 5.48 4.68 23.10 

 PDDA 10.45 5.25 1.28 21.19 

      

Biofilm susceptibility      

 CSP 25.78 14.27 8.86 52.05 

 CSP-PDDA 1:99 16.87 10.99 3.93 39.91 

 PDDA 16.00 12.68 1.73 46.64 

Legend: CSP – caspofungin; PDDA – poly(diallyldimethylammonnium chloride); CSP-PDDA – 
caspofungin - poly(diallyldimethylammonnium chloride).  
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DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

 

4. DISCUSSÃO 

 

A prospecção de novos agentes antimicrobianos através da terapia 

combinada e reuso ou reposicionamento de fármacos demonstrou-se satisfatória 

neste estudo. As combinações AMB-PDDA, CLIO-PDDA e CSP-PDDA ricas em 

polímero proporcionaram inibição do crescimento fúngico em concentrações 

inferiores aos fármacos administrados isoladamente. O sistema formado entre CSP-

PDDA, apesar de ser menos efetivo contra o biofilme de Candida spp., não exibiu 

riscos de toxicidade in silico e apresentou um perfil semelhante ao de fármacos já 

utilizados no tratamento de candidíase.  

O PDDA é um polímero solúvel em água e biocompatível com a saúde 

humana (Bayliss; Schmidt, 2023), possui atividade antifúngica descrita (Kamiński et 

al., 2022; Timofeeva et al., 2009) e é utilizado em diversas áreas técnicas e 

biomédicas (Biery; Knauss, 2022; Dos Santos et al., 2021). Pertence à classe dos 

polímeros de amino quaternários, cujo mecanismo antimicrobiano é descrito pela 

interação destrutiva da carga positiva desse grupamento amino com a carga 

negativa dos compartimentos celulares do microorganismo (Grigoras, 2021; Muñoz-

Bonilla; Fernández-García, 2012; Wu et al., 2023). O PDDA combinado aos 

fármacos com atividade antifúngica conhecida, pode ter propiciado a sensibilização 

da parede fúngica através de interações eletrostáticas, que consequentemente 

facilitava a entrada do fármaco ativo até o local de ação na célula fúngica. Muñoz-

Bonilla e Fernández-García (2012) relataram que o PDDA dependia de grupos 

hidrofóbicos e alta densidade de carga para ter o efeito biocida, devido ao fato de o 

nitrogênio quaternário estar pendente na cadeia principal. Foi descrito que a 

capacidade de desmonte do PDDA também favorecia o efeito microbicida, pois 

assim facilitava a interação do polímero com a parede celular e logo a entrada do 

agente ativo na membrana do fungo (Pérez-Betancourt et al., 2022; Sanches et al., 

2015).  

A solubilização de drogas hidrofóbicas, como anfotericina B e miconazol, em 

fragmentos da bicamada de brometo de dioctadecildimetilamônio (DODAB) foi
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relatada (Pacheco; Carmona-Ribeiro, 2003).Houve também uma estabilização 

coloidal de anfotericina B em dispersão aquosa, ocasionada pela deposição dos 

fragmentos catiônicos do polímero sobre as porções aniônicas do antifúngico 

(Pacheco; Carmona-Ribeiro, 2003). O polímero catiônico DODAB permitiu a 

cobertura lipídica das partículas desses fármacos, permitindo uma ação antifúngica 

conjunta (Lincopan; Carmona-Ribeiro, 2006). Esses estudos podem facilitar a 

compreensão da interação entre o PDDA e os fármacos, pois são moléculas 

estruturalmente grandes e podem oferecer o equilíbrio hidrofílico-hidrofóbico 

necessário para a automontagem das bicamadas lipídicas. Sugere-se que a 

atividade antifúngica conjunta ocorra através do carregamento de nanopartículas 

automontadas de PDDA contendo o fármaco ativo até o local de ação, onde ocorre a 

interação do polímero com a parede celular fúngica, posterior desmonte do sistema 

e a entrega facilitada do ativo à membrana celular fúngica. Isso poderia explicar o 

porquê de reduzir tanto a concentração de antifúngico necessária para inibir o 

crescimento do fungo, o polímero além de sensibilizar a membrana seria capaz de 

carrear o fármaco integralmente até o local de ação. 

Shi et al. (2022) demonstraram a atividade superior do fungicida tebuconazol 

ao ser associado com o PDDA frente a Fusarium graminearum, com resultados 

superiores a 90% quando comparado ao desempenho da forma industrial e 

comercial de tebuconazol. O filme de polieletrólito constituído de alginato de sódio e 

PDDA exibiu atividade viral e antibacteriana, inativando o vírus SARS-CoV-2 em 

99,8% (de Carvalho et al., 2023). Outros polímeros como hidroxipropilcelulose e 

óxido de polietileno melhoraram a atividade de clotrimazol e nistatina frente a 

Candida spp.  (Park et al., 2015), assim como a ação de fluconazol foi intensificada 

quando incorporado em nanopartículas de poli (ϵ-caprolactona) frente as cepas de 

Candida (Almehmady et al., 2022). O encapsulamento de itraconazol em 

nanopartículas de poli(etilenoglicol) propiciou efeito antifúngico forte ao mesmo 

tempo que reduziu a quantidade necessária do ativo para tal ação (Mejía et al., 

2024). O desempenho de anfotericina B encapsulada em micelas de 

policaprolactona e poli(2-dimetilaminoetilmetacrilato) demonstrou-se dependente da 

composição dos copolímeros com blocos mais curtos. A atividade antifúngica da 

AMB encapsulada foi semelhante a forma livre, com redução da hematotoxicidade 

em resposta a liberação lenta e sustentada proporcionda pelas micelas poliméricas 
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(Diaz et al., 2015). Os estudos mencionados corroboram com os nossos achados 

para a combinação de PDDA com AMB, CSP e CLIO, onde houve a redução das 

concentrações de fármacos necessárias para inibir o crescimento fúngico. 

A busca pelo desenvolvimento de sistemas poliméricos biodegradáveis e 

biocompatíveis é exponencial, pois a chamada “era verde” preza pela produção e 

consumo de produtos que minimizem os impactos ambientais (Grigoras, 2021; Nair; 

Laurencin, 2007; Wu et al., 2023). O PDDA além de atender aos requisitos dessa 

proposta e ser um composto acessível, é capaz de reduzir a toxicidade dos 

antifúngicos convencionais aos quais é combinado e potencializar os seus efeitos 

(de Carvalho et al., 2023; Dos Santos et al., 2021; Panáček et al., 2013; Pérez-

Betancourt et al., 2022; Shi et al., 2022). A combinação de fármacos com o PDDA é 

interessante tanto para a indústria farmacêutica quanto para os usuários de saúde, 

pois a potencialização de efeitos pode implicar na redução de concentrações do 

ativo necessárias para tal atividade e consequentemente a redução de custos da 

terapia antifúngica. 

Habitualmente, as equinocandinas são escolhidas para combater o biofilme 

de Candida spp (Cavalheiro; Teixeira, 2018; Cavassin et al., 2021; Szymański et al., 

2022), assim a suscetibilidade reduzida do biofilme à combinação CSP-PDDA, pode 

ser sugerida pela baixa concentração do fármaco existente no sistema CSP-PDDA, 

não sendo suficiente para inibi-lo ou mata-lo, ou pela dificuldade em penetrar essa 

estrutura tão compacta. Bachmann et al. (2002) descreveram que a caspofungina 

removia o biofilme de Candida albicans em concentrações próximas ao MIC de 

células planctônicas, o que não aconteceu neste estudo. O biofilme é sabiamente 

um mecanismo de resistência fúngica e requer mais esforços para combatê-lo 

(Atriwal et al., 2021; Wall et al., 2019).  

A avaliação da toxicidade in silico demonstrou baixa toxicidade para CSP-

PDDA. O perfil de tolerabilidade de caspofungina já é conhecido por ser um fármaco 

utilizado na clínica há tempos (Szymański et al., 2022) e as propriedades vantajosas 

do PDDA já foram mencionadas. Outro ponto animador dos nossos achados foi o 

perfil semelhante ao de fármacos destinados ao tratamento de infecções da pele, 

como o clotrimazol (Alves et al., 2015). CSP é utilizada estritamente no âmbito 

hospitalar para tratar infecções invasivas, ampliar sua ação seria um ato inovador. 
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Além do mais, a proposta desse estudo sugere a redução de concentrações e 

potencialização de atividade, o que implicaria também em redução de custos, visto 

que o acesso a terapia antifúngica impõe um fardo econômico ao usuário de saúde 

(Benedict et al., 2019). 
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5. CONCLUSÃO 

  

Os fármacos AMB, CLIO, e CSP tiveram seu efeito antifúngico potencializado 

quando associados ao PDDA, produzindo sistemas eficazes contra Candida spp. A 

combinação CSP-PDDA rica em polímero (1:99) apresentou MIC’s baixíssimas e 

inéditas, até onde sabemos, chegando a nanogramas por mililitro. Essa mesma 

combinação não manteve o mesmo impacto sobre as atividades de inibição da 

formação e remoção do biofilme de Candida spp, no entanto, CSP-PDDA não 

apresentaram risco de toxicidade in silico e demonstraram um perfil de 

permeabilidade cutânea semelhante ao de fármacos utilizados na terapêutica de 

micoses. A aplicação de biopolímeros combinados a antifúngicos revela-se como 

uma estratégia promissora, capaz de maximizar os efeitos subjacentes dos fármacos 

e contornar os desafios associados a resistência e inovação da terapia antifúngica. 

Nossos resultados são satisfatórios e de grande relevância, sugerem uma nova 

alternativa terapêutica para infecções causadas por Candida spp. Estudos 

complementares são necessários para prospectar uma combinação antifúngica 

devidamente efetiva e segura in vivo, apostando na tradução clínica desses estudos 

experimentais. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 Esse estudo explanou um problema de saúde pública, as dificuldades em 

enfrenta-lo e as possíveis medidas para superar essa problemática. As infecções 

fúngicas são uma preocupação a nível mundial, principalmente pela crescente 

resistência aos antimicrobianos e necessitam de mais atenção. Neste trabalho, nós 

evidenciamos associações promissoras do PDDA com a caspofungina, anfotercina B 

e o clioquinol, apontando-as como possíveis candidatas para o tratamento de 

infecções causadas por Candida spp. Portanto, acreditamos nos benefícios de 

estudos futuros acerca dessas combinações, tais como:  

 Realizar simulações quânticas para compreender as interações que 

ocorreram nos sistemas e que justificam o aumento da atividade das 

combinações;  

 Aprofundar o conhecimento sobre as características fisioquímicas, utilizando 

técnicas de espectroscopia como microscopia óptica em campo escuro, 

UV/vis (espectroscopia de absorção da radiação nas regiões visível e 

ultravioleta), FTIR (espectroscopia no infravermelho por transformada de 

Fourier) e Raman (microscopia molecular vibracional) para observar as 

interações entre as moléculas, como possíveis macroaglomerações ou 

formação de nanopartículas;  

 Avaliar o perfil de toxicidade in vivo das combinações mais promissoras, 

especialmente CSP-PDDA  1:99, em modelos alternativos; 

 Correlacionar os resultados obtidos de suscetibilidade in vitro em modelos 

alternativos de infecção in vivo; 

 Avaliar o espectro de ação de CSP-PDDA 1:99 frente a fungos filamentosos e 

dermatófitos de interesse clínico.  
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Supporting Information Text 

Susceptibility profile of Candida strains 

To help those interesed, we providing individual information on the susceptibility profile 

of the strains involved in this study. The profile was determined according to Clinical and 

Laboratory Standards Institute guidelines document M27-A3 with modifications (CLSI, 2008). 

The interpretation of the results follows the same bibliography as the article (CLSI, 2012; Pfaller 

et al., 2012; Pippi et al., 2017; Kranz, et al., 2017).  

 

In silico toxicity profile of the caspofungin – poly(diallyldimethylammonnium chloride) 

combination  

 The results of the In silico toxicity of the compounds caspofungin and 

poly(diallyldimethylammonnium chloride) and of this double combination are available. We want 

to point out that open access software was used for the research, referenced at the end of this 

document. The methodology can be found in the article. 
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Table S1. Minimum Inhibitory Concentration of the pure coumpounds (amphotericin B, clioquinol, nitroxoline and caspofungin) and those combined with the 

poly(diallyldimethylammonnium chloride) in different molar ratios (1:1, 1:99, 99:1) against Candida strains. 

 CAMT01 CAMT02 CGMT11 CGMT24 ATCC6258 CKMT03 ATCC750 CTMT21 ATCC22019 CPMT23 CPMT34 

            

MIC (µg/mL)            

AMB 1.0 2.0 1.0 4.0 4.0 1.0 1.0 2.0 1.0 0.5 1.0 

AMB-PDDA 1:1 2.0 2.0 1.0 4.0 4.0 1.0 2.0 2.0 0.5 0.25 1.0 

AMB-PDDA 1:99 0.5 1.0 0.5 0.5 1.56x10-2 3.12x10-2 1.0 1.0 7.81x10-3 1.56x10-2 3.12x10-2 

AMB-PDDA 99:1 1.0 2.0 0.5 1.0 2.0 3.12x10-2 2.0 1.0 0.5 0.25 0.5 

            

CLIO 0.5 0.25 0.5 0.5 2.0 0.5 0.25 1.0 0.25 1.0 1.0 

CLIO-PDDA 1:1 0.25 0.25 0.25 0.5 1.0 1.0 0.5 1.0 0.5 0.5 0.5 

CLIO-PDDA 1:99 0.25 0.25 7.81x10-3 0.5 3.9x10-3 7.81x10-3 0.5 3.12x10-2 1.56x10-2 7.81x10-3 1.56x10-2 

CLIO-PDDA 99:1 0.25 0.25 0.5 0.5 1.0 1.0 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

            

NITRO 0.5 1.0 0.25 1.0 4.0 2.0 4.0 1.0 0.5 1.0 0.5 

NITRO-PDDA 1:1 0.5 1.0 0.5 1.0 1.0 1.0 2.0 1.0 0.5 0.5 0.5 

NITRO-PDDA 1:99 0.5 0.5 1.25x10-1 0.25 7.81x10-3 7.81x10-3 2.0 0.25 3.9x10-3 3.9x10-3 3.9x10-3 

NITRO-PDDA 99:1 0.25 0.5 0.25 2.0 2.0 6.25x10-2 4.0 0.25 1.0 0.5 0.25 

            

CSP 3.12x10-2 6.25x10-2 3.12x10-2 1.25x10-1 6.25x10-2 6.25x10-2 7.81x10-3 6.25x10-2 6.25x10-2 1.25x10-1 0.5 

CSP-PDDA 1:1 7.81x10-3 6.25x10-2 1.25x10-1 3.90x10-3 1.25x10-1 6.25x10-2 6.25x10-2 6.25x10-2 3.12x10-2 1.25x10-1 0.25 

CSP-PDDA 1:99 9.76x10-4 3.90x10-3 3.90x10-3 1.95x10-3 9.76x10-4 9.76x10-4 6.10x10-5 4.88x10-4 1.56x10-2 9.76x10-4 9.76x10-4 

CSP-PDDA 99:1 6.25x10-2 6.25x10-2 1.25x10-1 1.25x10-1 6.25x10-2 1.25x10-1 6.25x10-2 3.12x10-2 3.12x10-2 1.25x10-1 6.25x10-2 

Legend: ATCC – American Type Culture Collection; CA – Candida albicans; CG – C. glabrata; CK – C. krusei; CT – C. tropicalis; CP – C. parapsilosis;  
MIC – minimum inhibitory concentration; AMB – amphotericin B; AMB-PDDA – amphotericin B - poly(diallyldimethylammonnium chloride); CLIO – clioquinol; 
CLIO-PDDA – clioquinol - poly(diallyldimethylammonnium chloride); CSP – caspofungin; CSP-PDDA – caspofungin - poly(diallyldimethylammonnium 
chloride); NTX – nitroxoline; NTX-PDDA – nitroxoline - poly(diallyldimethylammonnium chloride). 
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Table S2. In silico evaluation of the effects of caspofungin alone and associated with PDDA on 

toxicity parameters. 

  Isolated  Association   

  CSP  PDDA  CSP-PDDA   

         
Toxicity parameter    Prediction    Unity 

Acute oral toxicity  III 1  III 1  III 1  - 
Carcinogenicity  Neg 1,3  Neg 1,3  Neg 1,3  Categorical 

(Pos/Neg) 
Cytotoxicity  Neg 3  Neg 3  Neg 3  Categorical 

(Pos/Neg) 
Eye corrosion  Neg 1  Pos 1  Neg 1  Categorical 

(Pos/Neg) 
Eye irritation  Neg 1  Pos 1  Neg 1  Categorical 

(Pos/Neg) 
Hepatotoxicity  Pos 

1,2,3 

 Neg 1,2,3  Pos 1,2, Neg 
3 

 Categorical 
(Pos/Neg) 

Immunotoxicity  Pos 3  Neg 3  Pos 3  Categorical 
(Pos/Neg) 

Mutagenicity  Neg 
1,2,3 

 Neg 1,2,3  Neg 1,2,3  Categorical 
(Pos/Neg) 

Nephrotoxicity  Neg 
1,2,3 

 Neg 1,2,3  Neg 1,2,3  Categorical 
(Pos/Neg) 

Mitochondrial toxicity  Pos 1  Pos 1  Pos 1  Categorical 
(Pos/Neg) 

Oral rat acute toxicity 
(LD50) 

 2.484 
2 

 1.918 2  2.484 2  mol/kg 

Oral rat chronic toxicity 
(LOAEL) 

 6.795 
2 

 1.435 2  6.642 2  log mg/kg_pc/day 

Max. tolerated dose 
(humano) 

 0.52 2  0.592 2  0.509 2  log mg/kg/day 

Reproductive toxicity  Pos 1  Neg 1  Pos 1  Categorical 
(Pos/Neg) 

Skin sensitization  Neg 1,2  Neg 1, Pos 
2 

 Neg 1,2  Categorical 
(Pos/Neg) 

Legend: CSP – Caspofungin; PDDA – poly(diallyldimethylammonnium chloride); CSP-PDDA – 

caspofungin - poly(diallyldimethylammonnium chloride);  Pos – positive activity; Neg – negative 

activity. (1) ADMET; (2) pkCSM – Pharmacokinetic properties; (3) ProTox – Prediction of 

Toxicity Chemicals. 
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Table S3. Skin permeability of the individual compounds (caspofungin and PDDA) is combined 

in contrast to the usual antifungal drugs used to treat mucocutaneous fungal infections. 

Legend:  CSP – caspofungin; PDDA – poly(diallyldimethylammonnium chloride); CSP-PDDA – 

caspofungin - poly(diallyldimethylammonnium chloride). In silico data was obtained from 

Pharmacokinetic properties (pKCSM). Considered relatively low skin permeability when the skin 

permeability constant (cm/h) log Kp > -2.5.
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