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RESUMO: Candida spp. sdo fungos leveduriformes relacionados a infecgdes que,
muitas vezes, apresentam dificil tratamento devido a resisténcia aos agentes
antifangicos convencionais e pela formacdo de biofilmes. Nas Ultimas décadas, os
fungos estdo desenvolvendo consideravel resisténcia aos farmacos sintéticos
tradicionais, sendo necessaria a sintese de novos compostos que sejam eficazes. Sendo
assim, este estudo tem como objetivo avaliar 8 compostos da classe das seleno-
cumarinas contra Candida spp., através do método de microdiluicdo em caldo
padronizado pelo CLSI (Clinical Laboratory Standard Institute). Os resultados
preliminares revelaram uma acdo promissora de 3 derivados da seleno-cumarinas
contra Candida tropicalis. Mais estudos sdo necessarios para verificar o potencial

destes compostos contra outras espécies de Candida.
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INTRODUCAO:

Estimativas indicam que mais de 300 milhdes de pessoas sdo afetadas por
infecgBes fangicas graves, resultando na morte anual de mais de um milh&o de pessoas
no mundo, principalmente pelo nimero crescente de pacientes imunocomprometidos.
Os agentes antifingicos convencionais utilizados para o tratamento de infeccdes
invasivas sdo limitados, incluindo trés classes principais de farmacos: Polienos
(anfotericina B), Azois (fluconazol, isavuconazol, itraconazol, posaconazol e
voriconazol) e Equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e micofungina) (XIE et
al. 2014). Recentes avancos utilizando triazdis e equinocandinas de amplo espectro

proporcionam alternativas mais eficazes e menos tdxicas quando comparado aos
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polienos, mesmo assim, ha uma necessidade crescente de desenvolvimento de novas
opcoes terapéuticas (PETRIKKOS e SKIADA, 2007).

Nas ultimas duas décadas, observou-se 0 aumento da incidéncia de infec¢fes
causadas por Candida spp., juntamente ao surgimento de falhas clinicas, que estdo
associadas a resisténcia adquirida. A maioria das infeccbes sdo atribuidas a C.
albicans, porém, € evidente a emergéncia de infeccBes por Candida ndo-albicans
(RICHTER et al. 2005). A patogenicidade destas infec¢es envolve a expressao de
diferentes fatores de viruléncia, como a formacéo de tubo germinativo, presenca de
adesinas, mudancas fenotipicas, formacdo de biofilme e producdo de enzimas
hidroliticas (SARDI et al. 2013). Altas taxas de mortalidade estdo relacionadas com
essas infecgdes, variando entre 20% e 60%, dependendo dos fatores de risco de cada
paciente (CALDERONE & CLANCY, 2012).

Cumarinas sdo compostos sintéticos ou naturais procedentes de plantas, seus
derivados possuem diversas propriedades farmacoldgicas relatadas, como acao anti-
inflamatoria, anticoagulante, antibacteriana, antiviral, antiflngica, antimalarica, além
de agéo contra o cancer e Alzheimer (FENG et al. 2020). Em relacdo aos compostos
derivados de selénio, estudos tém demonstrado que estas entidades quimicas
apresentam propriedades bioldgicas interessantes, como inibicdo da proliferacdo de
células cancerigenas, ativacdo de proteina quinase, inativacao de radicais livres, além
de apresentarem propriedades antimicrobianas e antioxidantes (GERZSON et al. 2012;
AL-RUBAIE et al. 2014). Ndo ha dados na literatura demonstrando a atividade
antimicrobiana de seleno-cumarinas, apenas um estudo que avalia a acédo
antiproliferativa dessa classe de moléculas (LAGUNES et al. 2019), destacando a

relevancia cientifica da proposta do projeto.

A busca por alternativas aos antifingicos atualmente disponiveis frente as
infeccOes fungicas é de fundamental importancia, ndo somente em funcdo do restrito
arsenal terapéutico, mas também em funcdo dos relatos de resisténcia e toxidade dos
antifungicos utilizados de forma clinica. Nesse sentido, a sintese de uma nova classe
de moléculas como as seleno-cumarinas, pode ser uma estratégia na terapia

antifangica.
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METODO:

O objeto desta pesquisa é Avaliar a acdo antifingica de 8 compostos derivados
das seleno-cumarinas (382, 383, 384, 385, 386, 387, 388 e 395) e 1 composto derivado
do selénio (SeCN) contra C. tropicalis e C. albicans. No total, 6 isolados clinicos
foram avaliados até o0 momento: C. tropicalis (MT16, MT21 e MT28) e C. albicans
(CA02, CAOD5 e CA09), pertencentes a micoteca do Laboratdrio de Pesquisa em
Micologia Aplicada, Faculdade de Farmécia (Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Brasil).

Obtencdo das seleno-cumarinas

Os compostos foram sintetizados e caracterizadas pelo Laboratério de Quimica
Medicinal de Compostos de Selénio (QMCSe/UFCSPA) e foram cedidas para a

realizacdo da pesquisa.
Determinacdo do espectro de acdo antifungico

O perfil de atividade antifungica dos compostos foi avaliado frente aos isolados
de Candida spp. Para obtencéo de células viaveis utilizadas no experimento, os fungos

leveduriformes foram crescidos em agar Saboraud com cloranfenicol por 48 h a 35°C.

A atividade antifungica foi realizada através do método de microdiluicdo em
caldo em RPMI-MOPS (meio RPMI 1640 contendo I-glutamina, sem bicarbonato de
sodio — tamponado em pH 7,0 com 0,165 mol/L de MOPS), de acordo com 0s
protocolos padronizados pelo Clinical Laboratory Standard Institute, M27-A3 (CLSlI,
2008). Os in6culos foram preparados em solucdo salina estéril 0,85%, posteriormente
ajustados em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 530 nm. A suspensao
final de levedura foi obtida ap6s dilui¢cBes 1:50 e 1:20, sendo a ultima realizada em
meio RPMI para obtencéo do indculo teste duas vezes mais concentrado (1 x 10° a 5
x 10 UFC/mL). Esta concentracéo foi diluida 1:1 quando inoculada no pogo da placa
de 96 pogos, resultando em um inéculo final (0,5 x 10° a 2,5 x 10%). As microplacas
foram incubadas a 35 °C por dois dias (48h). Em paralelo foi utilizado o controle de

esterilidade (controle negativo) e o controle positivo para viabilidade de células
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fangicas. A CIM foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir 100% o
crescimento fungico quando comparada ao controle positivo, por meio da leitura
visual. Além das seleno-cumarinas, também foi avaliada a a¢do do fluconazol como

farmaco padréo.

RESULTADOS E DISCUSSOES:
A tabela abaixo resume os resultados de concentracdo inibitoria minima

(CIM) dos compostos e do fluconazol obtidos até 0 momento:

Tabela 1: Concentragdo inibitoria minima das selenocumarinas contra Candida spp.

Molécula ug/mL C. albicans C. albicans C. albicans
CA02 CAO05 CA09
382 >50 >50 >50
383 >50 >50 >50
384 50 >50 >50
385 >50 >50 >50
386 >50 >50 >50
387 >50 >50 >50
388 >50 >50 >50
395 50 50 50
SeCN >50 50 >50
Fluconazol 25 0,19 0,19
(inibicdo 50%)
Molécula ug/mL C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
MT16 MT28 MT21
382 >50 50
383 50 >50
384 >50 >50
385 >50 >50
386 >50 >50
387 >50 12,5
388 >50 6,25
395 50 6,25
SeCN 50 50 12,5
Fluconazol 0,78 0,19 0,78
(inibicdo 50%)

Ap0s a realizacdo da microdilui¢cdo em caldo, observamos que as moléculas
ndo apresentaram um resultado promissor contra a C. albicans, pois a CIM foi > 50
ug/mL. Entretanto, em relacdo a C. tropicalis MT28, observamos que a molécula
388 e 395 apresentaram CIM de 6,25 ug/mL, e a molécula 387 demonstrou CIM de
12,5 ug/mL. A molécula SeCN apresentou CIM de 12,5 ug/ml contra o isolado MT21.
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O fluconazol é um antifingico utilizado contra candidiase mucocutanea, por esse
motivo, ele foi utilizado como farmaco padréo para fins de comparacdo nos ensaios,
demonstrando baixa CIM para a maioria dos isolados clinicos (0,19 -25 ug/mL). As
moléculas 387, 388 e 395 serdo avaliadas contra o isolado MT21 de C. tropicalis.

Entre as espécies de Candida, a C. albicans é o principal agente causador de
infeccBes sistémicas e em mucosas. Entretanto, nota-se o aumento de casos de
infeccbes causadas por Candida nado-albicans, responsaveis por altas taxas de
mortalidade, dependo da condi¢do imunoldgica de cada paciente. As classes de
antifangicos atualmente disponiveis para o tratamento de infeccBes flngicas sédo
limitadas, nesse sentido, ha um interesse crescente pela busca por novas opcoes

terapéuticas, sendo esse 0 objetivo desse projeto de pesquisa.

CONCLUSOES:

Os resultados preliminares deste trabalho permitem concluir que 3 compostos
derivados da classe das seleno-cumarinas (387, 388 e 395) demonstram resultados
promissores, pois apresentaram uma baixa CIM contra C. tropicalis. Como
perspectiva, pretende-se avaliar a atividade destes compostos contra trés isolados
clinicos de C. glabrata, levedura que integra a microbiota dos seres humanas, mas que
é responsavel por causar infeccdes fingicas oportunistas, além de avaliar os compostos

promissores contra C. tropicalis MT21.
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