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RESUMO

As infecgBes flngicas tornaram-se um grande desafio diante do impacto da resisténcia aos
antifungicos usuais na conduta terapéutica, além da falta de implementacdo de técnicas de
diagndstico mais avancadas nas unidades publicas de satude. Concomitantemente, observa-se um
maior numero de casos, refletindo em aumento da incidéncia das doencas flngicas, tanto em
condicBes de imunossupressdo como em pacientes imunologicamente higidos em processos
infecciosos adquiridos por via exdgena. As espécies do género Candida continuam sendo as mais
implicadas nas infeccBes flngicas invasivas, as quais notoriamente desencadeiam altos indices de
mortalidade. Diante desse cenario, houve um aumento na busca pelo desenvolvimento de novos
agentes antifingicos, assim como a implementagdo de estratégias para prevenir a candidemia.
Estudos com produtos bioativos derivados de plantas, que historicamente apresentam
propriedades bioldgicas bem consolidadas e que demonstram segurancga quanto a toxicidade, vém
sendo avaliados para uma aplicagdo mais concreta. Dentre os compostos em estudo, ressalta-se
as cumarinas e seus derivados, como a 4-Hidroxicumarina, o qual possui atributos importantes,
incluindo propriedades antiviral, antitumoral e anticoagulante. Diante desse contexto, 0 presente
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antifingica do composto fendlico sintético 4-
Hidroxicumarina sobre cepas de Candida albicans, bem como analisar os efeitos sinérgicos entre
esse composto e o antifngico anfotericina B. A atividade biol6gica da 4-Hidroxicumarina foi
averiguada em 17 cepas de Candida albicans, a partir da determinagéo da Concentracéo Inibitdria
Minima (CIM) pela técnica de microdiluicdo em caldo e pelo método da Concentracéo Fungicida
Minima (CFM). Para a verificar o efeito sinérgico, através do método de Checkerboard, foram
selecionadas 5 cepas da espécie C. albicans, considerando critérios de patogenicidade entre as 17
cepas e os valores de CIM encontrados. Constatou-se atividade antifingica, para 15 das 17 cepas
testadas com CIM variando entre 5,0 e 0,625 mg/mL, e CFM variando entre 5,0 a 1,25 mg/mL.
Com relacéo a avaliacdo do efeito sinérgico entre 0 composto sintético e o antifingico, observou-
se que essa combinagdo apresentou carater aditivo e indiferente frente algumas cepas. Concluiu-
se que a 4 - Hidroxicumarina apresenta potencial antifungico, em sua maioria de natureza
fungistatica, ou seja, reduz a carga leveduriforme, porém mostrou-se pouco eficaz com relagdo
ao efeito sinérgico quando associada a Anfotericina B, um antifingico reconhecido como
fungicida, sugerindo que a 4 - Hidroxicumarina podera constituir uma estratégia promissora na

terapéutica antifungica.

Palavras-chave: Candida albicans; Cumarinas; 4-Hidroxicumarina; Atividade antiflngica;

Sinergismo.



ABSTRACT

Fungal infections have become a major challenge in view of the impact of resistance to usual
antifungal agents on therapeutic management, in addition to the lack of implementation of more
advanced diagnostic techniques in public health units. Concomitantly, a greater number of cases
is observed, reflecting an increase in the incidence of fungal diseases, both in immunosuppression
conditions and in immunologically healthy patients in exogenously acquired infectious processes.
Species of the genus Candida continue to be the most implicated in invasive fungal infections,
which notoriously trigger high mortality rates. Given this scenario, there was an increase in the
search for the development of new antifungal agents, as well as the implementation of strategies
to prevent candidemia. Studies with bioactive products derived from plants, which historically
have well-established biological properties and which demonstrate safety in terms of toxicity,
have been evaluated for a more concrete application. Among the compounds under study,
coumarins and their derivatives, such as 4-Hydroxycoumarin, stand out, which has important
attributes, including antiviral, antitumor and anticoagulant properties. In this context, the present
study aimed to evaluate the antifungal activity of the synthetic phenolic compound 4-
Hydroxycoumarin on Candida albicans strains, as well as to analyze the synergistic effects
between this compound and the antifungal Amphotericin B. The biological activity of 4-
hydroxycoumarin was investigated in 17 strains of Candida albicans, from the determination of
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) by the broth microdilution technique and by the
Minimum Fungicide Concentration (MFC) method. To verify the synergistic effect, through the
Checkerboard method, 5 strains of the C. albicans species were selected, considering
pathogenicity criteria among the 17 strains and the MIC values found. Antifungal activity was
found for 15 of the 17 strains tested with MIC ranging from 5.0 to 0.625 mg/mL, and CFM ranging
from 5.0 to 1.25 mg/mL. Regarding the evaluation of the synergistic effect between the synthetic
compound and the antifungal, it was observed that this combination presented an additive and
indifferent character against some strains. It was concluded that 4-Hydroxycoumarin has
antifungal potential, mostly of a fungistatic nature, that is, it reduces the yeast load, but it was not
very effective in relation to the synergistic effect when associated with amphotericin B, an
antifungal recognized as a fungicide, suggesting that 4-Hydroxycoumarin may be a promising

strategy in antifungal therapy.

Keywords: Candida albicans; Coumarins; 4 — Hydroxycoumarin; Antifungal activity;

Synergism.
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1. INTRODUCAO

A microbiota humana, principalmente das superficies de mucosas e da pele, como
a cavidade oral, vaginal e a do trato gastrointestinal, abrigam leveduras do género
Candida. Em condigdes de deficiéncia imunoldgica do hospedeiro ou pela aquisicdo de
infeccdes exogenas, estes microrganismos podem expressar sua patogenicidade,
resultando em diferentes formas clinicas, que variam de doencas superficiais as infecgoes
sistémicas graves, denominadas de candidiase (MACEDO et al., 2009; DA SILVA et al.,
2014).

As infecgdes fungicas causadas por Candida spp. nos ultimos anos vém sendo
predominantemente relatadas no ambiente hospitalar, nas quais decorrem de internagdes
e de procedimentos invasivos. As infeccdes de corrente sanguinea, denominadas de
candidemia, ¢ umas das mais frequentes em Unidade de Terapia Intensiva (SARDI et al.,
2013; VARANO et al., 2019). Em sua maioria, as candidemias sdo causadas pela espécie
Candida albicans, entretanto a epidemiologia da candidiase sofreu mudangas nos tltimos
tempos e a prevaléncia das ditas espécies de Candida diferentes de Candida albicans,
vém sendo citadas com frequéncia na literatura (GUINEA et al., 2014; BADIEE et al.,
2017).

A expressdo de patogenicidade das espécies de Candida esté relacionada a seus
fatores de viruléncia, j& muito bem elucidados diante das suas alteracdes fenotipicas e
morfologicas que resultam no éxito do processo infeccioso (RORIG; COLACITE;
ABEGG, 2009). Estes sao compreendidos em sua habilidade de aderir as células epiteliais
e células endoteliais, a capacidade de realizar o processo de morfogénese através da
transi¢do levedura-hifa, a produgdo de enzimas hidroliticas extracelulares (proteinases,
hemolisinas e fosfolipases) que facilitam a entrada da levedura no epitélio do hospedeiro
e além disso sdo capazes de estabelecer a formagdo de biofilme. O biofime formado ¢
caracterizado pela colonizagdo microbiana de forma conjunta, presentes em superficies
bioticas e abidticas, sendo envolvidas por uma matriz extracelular, de constitui¢ao
estrutural densa e complexa que os tornam resistentes aos mecanismos de defesa celular
do sistema imunoldgico (DE ROSSI et al., 2011; LOHSE et al., 2018).

Diante do surgimento de infecgdes microbianas emergentes, ha relatos do emprego

de plantas medicinais, muitas vezes, citadas como unico recurso terapéutico para algumas



comunidades e grupos étnicos, 0s quais ndo possuem acesso a medicina moderna (GASPI,
2011; KAUR et al., 2012; PALUMBO, 2016).

Contudo, houve uma crescente preocupacdo em relagdo a seguranca de seu uso
(EKOR, 2014), pois embora a prevencdo, tratamento ou cura sejam promissores,
determinados produtos naturais ndo apresentam testes toxicologicos ou avaliagdes
insuficientes, o que restringe o conhecimento dos efeitos adversos e o seu uso racional
(CUNHA, 2005). Diversos produtos derivados de plantas tém sido usados como matéria-
prima para a sintese de substancias bioativas e contribuido para a obtencdo de novos
agentes terapéuticos, que por muitas vezes, podem ser obtidos com facilidade e menores
custos (CHIARADIA, 2006; SILVA, 2015).

Dentre as substancias bioativas sintetizadas através de plantas, podem-se
referenciar as cumarinas, que sdao encontradas em diferentes concentragdes, sendo
distribuidas nos frutos, raizes, caules, cascas, folhas e flores (PANCHE et al., 2016).
Apesar de serem metabolizadas por plantas, também podem ser encontradas em fungos e
bactérias (CAMILLERI & MURRAY, 2015; PATIL et al., 2015). As cumarinas podem
ser classificadas como heterosideos, estruturalmente lactonas do acido o-
hidroxicinamico, tendo como principal representante mais simples o 1,2-benzopirona
denominado de cumarina, que ¢ o esqueleto basico de todos os outros derivados
cumarinicos (WITAICENIS et al., 2014).

Logo, nessa perspectiva, dentre os compostos cumarinicos, farmacologicamente
ativos, o derivado sintético 4-Hidroxicumarina (YASARAWAN; THIPYAPONG;
RUANGPORNVISUTI, 2014) desperta um grande interesse da comunidade cientifica,
por estarem presentes em muitos compostos naturais e pela constatacdo de uma ampla
atividade bioldgica, incluindo acdo anti-HIV (THAISRIVONGS et al.,, 1996),
anticancerigena (STANCHEYV et al., 2009), anticoagulante, e ainda, como precursor
sintético direto dos anticoagulantes orais (como exemplo, a Varfarina) comumente usados
na pratica medica (ABDELHAFEZ et al., 2010).

Além disso, estudos também relatam a atividade antimicrobiana da 4-
Hidroxicumarina através da sua atividade inibitdria para a bactéria Staphylococcus aureus
(MOURA, 2019). Em um estudo anterior, uma cumarina isolada da fragcdo acetona de
Ageratum conyzoides L., mostrou efeito fungicida através de mecanismo de agéo frente a
parede celular da Candida albicans, confirmado a partir de microscopia eletronica, tanto

de transmisséo como de varredura (WIDODO et al., 2012).



Contudo, a literatura ainda carece de dados complementares que relatem
detalhadamente a atividade antimicrobiana da 4-Hidroxicumarina frente a uma maior
diversidade de amostras microbianas, incluindo isolados clinicos, bem como estudos que
busquem comprovar a seguranca medicinal das cumarinas e seus respectivos derivados.
Nesse contexto, a motivacdo principal do presente trabalho foi avaliar a atividade
antifungica do derivado sintético 4-Hidroxicumarina frente a diferentes isolados clinicos
de Candida albicans, bem como analisar a associagéo entre o derivado e a Anfotericina

B, um dos antifungicos utilizado no tratamento das candidemias.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 GENERO Candida E A CANDIDIASE

O género Candida é caracterizado por sua abrangente distribuicdo em diferentes
ambientes, compreendendo desde a sua presenca na natureza quanto em superficies
abioticas. No que se refere a sua taxonomia, pertence ao Reino Fungi, Divisdo Eumycota,
Subdivisédo Deuteromycotina, Classe Hemiascomycetes, Ordem Saccharomycetales,
Familia Saccharomycetaceae (SILVA et al., 2007; ELENA et al., 2015; HOOG et al.,
2019).

As espécies desse fungo sdo descritas morfologicamente como microrganismos
leveduriformes, eucarioticos livres de pigmentos fotossintetizantes, possuindo uma
parede celular composta por quitina e membrana plasmética fosfolipidica caracterizada
pelo predominio do ergosterol. Possuem caracteristicas bioquimicas de assimilacdo de
carbono, capacidade fermentativa, bem como a formacéo de tubo germinativo, sendo seu
crescimento favorecido em temperaturas variando entre 20°C a 38°C. Além disso, sdo
considerados constituintes da microbiota normal, através de uma relacdo comensal na
populacdo humana saudavel (SIDRIM; ROCHA, 2004; ROJAS-MORALES et al., 2013).

Diante do comensalismo promovido pela C. albicans, o corpo humano se torna
capaz de ser colonizado por essa levedura, mantendo uma relacdo de equilibrio e assim
ndo produz sinais de doenca. 1sso é decorrente da manutencéo da integridade estabelecida
pelas barreiras teciduais, além da harmonia entre microbiota autoctone e o bom
desempenho do sistema imunoldgico do individuo, perante a expressdo de forma
equilibrada na relacédo entre parasito e hospedeiro (NAVES et al., 2013; DA ROCHA et
al., 2021).

Em contrapartida, apesar desse estabelecimento de relagdo comensal, as leveduras
do género Candida podem se tornar infectantes diante de um ambiente que sobreponha o
mecanismo de colonizacdo enddgena, como em situacdes de imunocomprometimento
organico do hospedeiro, seja pela instalacdo de patologias (doencas infecciosas,
enddcrinas/diabetes, neoplasias, hemopatias, grandes queimaduras, dentre outras) ou
aspectos nutricionais, bem como pela utilizagdo de medicamentos imunossupressores
(corticoides) e terapias que diminuem diretamente o efeito da barreira microbiana
(antimicrobianos) e ainda, em casos de variacbes de pH do sitio alvo da infeccéo
(PEREIRA et al, 2018; LOHSE et al., 2018; MARTINS et al., 2019).



Além disso, as leveduras do género Candida séo capazes de promover infeccdes
diante da associacdo com fatores extrinsecos, em que podem acometer pacientes em
diferentes situagcdes, como rupturas de tecidos e traumatismos em geral, insercédo de
cateteres, procedimentos invasivos, podendo atingir populacdes como neonatos, gestantes
e pessoas com idade mais avancada. Tais fatores propiciam o surgimento da infeccédo
denominada de candidiase (MENEZES et al., 2018; BESSA, 2020; SANTOS, 2020).

Candidiase ¢ um termo amplo que se refere a infec¢bes cutaneas, mucosas e
sistemicas causadas por fungos do género Candida, que podem ocorrer em qualquer idade
e geralmente ocorrem no contexto de fatores de risco, alguns ja citados acima, facilmente
identificaveis ou predisponentes para infecgdo. A sua forma invasiva refere-se a infeccoes
da corrente sanguinea por Candida spp., ou seja, candidemia, e infec¢des profundas -
como abscesso intra-abdominal, peritonite, osteomielite, e candidiase esofagica
(PAPPAS et al., 2018; PRISTOV; GHANNOUM, 2019).

O patdgeno mais envolvido em infecgdes fungicas de carater superficial e profunda
é a espécie Candida albicans, devido ao fato de que sua patogenicidade est4 associada a
sua flexibilidade morfologica, cxou seja, a sua plasticidade esta diretamente relacionada
aos processos de adesdo e infec¢do no hospedeiro. Essa espécie se torna responsavel por
50% a 70% dos casos; no entanto, a epidemiologia da infecgdo por Candida mudou nos
ultimos anos, com estudos longitudinais relatando que uma proporcdo consideravel de
pacientes se encontra atualmente infectada com outras espécies de Candida, infectada
com espécies de Candida de importancia clinica, nas quais incluem C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei que, juntamente com C. albicans, sdo responsaveis
por mais de 90% dos casos de candidiase invasiva. Outras espécies de Candida relatadas
como emergentes incluem C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. kefyr, C. famata, C.
inconspicua, C. rugosa, C. Dubliniensis, C. Norvegensis (PARAMYTHIOTOU et al.,
2014; PAPPAS et al., 2018; TALAPKO et al.,, 2021) e mais recentemente, C.auris,
descrita na Nota Técnica GVIMS/GGTES/ANVISA N° 11/2020.

Além disso, a distribuicdo dessas espécies de Candida, bem como a C. albicans
mostrou dados varidveis em estudos populacionais realizados em diferentes regides
geogréficas. Em um estudo de revisdo sistematica foi mostrado a distribuicdo geografica
de espécies de Candida em amostras de sangue de pacientes internados em varias partes
do mundo, verificando que C. albicans foi o patdgeno mais frequentemente isolado no
norte e centro da Europa e nos Estados Unidos, enquanto as espécies, predominaram na
Asia, sul da Europa e América do Sul (GONCALVES et al., 2016).



As infeccdes mucocutaneas provocadas por Candida sdo geralmente leves ou
autolimitadas, como candidiase, aftas orais e vaginais. No entanto, essas infec¢des
superficiais podem estar associadas a morbidade significativa, como na candidiase
mucocutanea crénica (CMC) e na candidiase vaginal recorrente. Além disso, as espécies
de Candida podem causar infeccdo sistémica que € potencialmente fatal, dado que as
taxas de mortalidade relatadas variam entre 40% a 60% (GIOLO, 2010). Elas também
estdo associadas as doencas inflamatdrias intestinais e a asma, embora a ligagdo néo seja
diretamente causal e provavelmente seja um efeito secundario (MODRZEWSKA;
KURNATOWSKI, 2013).

Em situagBes de manifestacBes cutdneas ocasionadas por espécies de Candida,
como as onicomicoses, o tratamento sofre variagdo entre o uso de antifingicos topicos
e/ou oral, dependendo do acometimento da lamina ungueal, podendo chegar a 10% a
incidéncia mundial desta patologia e relacionada a fatores como habitos de higiene, idade,
género sexual e mudancas climéticas (FINCH;WARSHAW, 2007; MARTINS, et al.
2007).

Uma outra condicdo patoldgica muito frequente causada por espécies de Candida é
a candidiase vulvovaginal (CVV), na qual cerca de 90% das mulheres que apresentam
esse quadro clinico tém como agente etiol6gico, microrganismos da prépria microbiota
vaginal (FEBRASGO, 2010). Em um estudo feito por Li et al. (2019), os autores
relataram que a hipOtese dessa constancia estava ligada a um mecanismo
imunopatogénico, no qual esquemas terapéuticos que induzissem o sistema imunolégico
a agir contra infecgcdes por Candida poderiam diminuir a colonizagéo por essas leveduras.
A principal origem desse fungo € o trato gastrointestinal, através de um processo chamado
transmissdo enddgena, no qual espécies de Candida se translocam para a regido vaginal
e sofrem desenvolvimento e adaptacdo. Outra forma de transmissdo é a sexual, em que a
partir da acdo de enzimas proteoliticas, as leveduras penetram o epitélio superficial da
vagina e conseguem realizar seu processo de colonizacdo e/ou constituir reservatorio para
reinfeccBes posteriores (ALVARES et al., 2007).

Na ocorréncia de perturbagdes da microbiota da mucosa e/ou enfraquecimento da
imunidade do hospedeiro, a Candida spp. passa pela transicdo do comensalismo para
oportunismo, que estd associado a inducdo de fatores-chave de viruléncia. Existem
condigdes que predispdem a infeccdo invasiva humana, sendo um deles o uso prolongado
e/ou repetido de antibi6ticos de amplo espectro, que possibilitam o aumento desses

microrganismos na colonizagéo intestinal. 1sso ocorre devido os antibioticos conferirem



a essas leveduras uma vantagem seletiva sobre as bactérias, atraves da destruicdo de
fatores protetores da mucosa gastrointestinal que permitem que a proliferacdo das
espécies de Candida (WHIBLEY; GAFFEN, 2015; PAPPAS et al., 2018).

Um outro fator predisponente € o rompimento das barreiras gastrointestinal e
cutanea induzida por quimioterapia, cirurgia gastrointestinal ou perfuracéo e/ou cateteres
venosos centrais, que possibilitam coletivamente a Candida spp. translocar de sitios
mucocutaneos para a corrente sanguinea, tornando-se candidiase sistémica (MARTINEZ-
ALVAREZ et al., 2014). Em um estudo sobre infec¢es associadas a cuidados em sadde
realizado por Marodi e colaboradores (2012), foi visto que a prevaléncia das infeccdes
estava relacionada a um processo de coinfec¢fes como pneumonia e infecgBes associadas
ao local da cirurgia, seguidos por infec¢des do trato gastrointestinal, trato urinario, sendo
as espécies do género Candida os agentes etioldgicos mais frequentes, além de
representarem os principais agentes causadores de infecc@es sanguineas.

As formas sistémicas da candidiase sdo conhecidas pelo acometimento visceral,
devido a sua propagacdo hematogénica, principalmente em  pacientes
imunocomprometidos, além de casos em que essa levedura é relatada como causa de
morte em pacientes portadores de leucemia aguda, bem como pacientes que realizaram
transplante de medula e outras condicGes clinicas graves. A colonizacdo da orofaringe
por Candida spp. também é vista como um fator de risco para infec¢des sistémicas,
diante de situaces de neutropenia em processos infecciosos ulcerativos, bem como em
pacientes diagnosticados com cancer e submetidos a tratamentos com quimioterapicos
que apresentam o sistema imunol6gico comprometido e assim fornecem condicGes para
que os fatores de viruléncia das leveduras sejam expressos pelo microrganismo, sendo
estes submetidos a condi¢cbes que favorecem seu desenvolvimento que podem variar de
maneira intra e interespecificamente ( PLAS, 2016; MENDES, 2019; BRAECHER et al.,
2019).

2.2 FATORES DE VIRULENCIA ASSOCIADOS AS ESPECIES DE Candida

Existem mecanismos expressos pelos microrganismos que os tornam capazes de
estabelecer o seu processo de infec¢do no hospedeiro. Logo, nesse contexto, leveduras do
género Candida desenvolveram vaérias estratégias de forma especifica com o intuito de
aumentar a eficdcia do progresso de uma infecgdo, seja ela localizada em mucosas ou
sistémicas. De forma geral, esses processos infecciosos se tornam acessiveis pelo

desequilibrio na relagdo comensal desses fungos, levando a fatores como aderéncia,



polimorfismo, variabilidade fenotipica, producdo de enzimas extracelulares e toxinas,
além da capacidade de produzir biofilmes. Os biofilmes sdo descritos como os principais
fatores de viruléncia deste fungo, que sdo capazes de Ihe conferir a habilidade de colonizar
e causar a infeccdo (CALDERONE, FONZI, 2001; NAGLIK, CHALLACOMBE,
HUBE, 2003; HASAN, 2009).

Em um contexto amplo, a capacidade de um agente etioldgico de iniciar processo,
infeccioso ou de colonizagdo, parte do principio da sua competéncia de adesdo as células
epiteliais. O primeiro contato entre a célula fungica e o hospedeiro se realiza atraves da
parede celular da levedura, a qual € composta por uma camada interna de polissacarideos
de quitina e f-1,3-glucana e uma camada externa de mananas covalentemente associadas
a proteinas. Muitos dos padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS)
conhecidos de Candida spp. derivam da parede celular, e permitem o reconhecimento de
diferentes tipos de carboidratos e receptores para a fracdo C3b do sistema complemento,
e por parte das células epiteliais do hospedeiro, os receptores de adesinas dentre eles, a
fibronectina, fibrina e laminina, destacando a importancia dessa estrutura na defesa contra
esse microrganismo (MARTINEZ-ALVAREZ et al.,2014; WHIBLEY; GAFFEN, 2015).

A analise de ultraestrutura das paredes celulares de C. glabrata versus C. albicans
revelou a exiténcia de cerca de 50% a mais de proteinas, maiores quantidades de manana
e niveis mais baixos de glucano total nas paredes celulares de C. glabrata. Por outro lado,
C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis contém maior teor de quitina do que C.
glabrata e C. krusei. Ainda ndo foi determinado se essas diferencas na parede celular
entre as espécies de Candida afetam a imunidade, nem o seu papel na infeccdo
(MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2014).

As leveduras do género Candida realizam a adesao através de proteinas especificas
presentes na parede celular fungica. Essas biomoléculas sdo conhecidas como adesinas,
na qual apresentam agrupamentos que as diferem diante da sua expressdo génica, sendo
as mais descritas diante de suas fungdes, a ALS, a EPAP, e a HWP1. Uma adesina bem
caracterizada para a espécie C. albicans é a proteina HWP1, uma proteina da superficie
celular expressa apenas nas estruturas das hifas, sendo importante para a aderéncia as
células epiteliais orais. Estudos mostram que a inativacdo do gene que codifica a HWPI,
é capaz de gerar células leveduriformes incapazes de formar complexos estaveis com as
células epiteliais bucais do hospedeiro, além de causar danos na célula fangica que
inviabilizam sua capacidade de gerar no hospedeiro um processo sistémico. Além disso,
a adesina HWP1 é relatada como a primeira proteina exigida no processo de formagéo de



biofilme (STAAB et al. 1999; GERALDINO et al., 2012; MODRZEWSK;
KURNATOWSKI, 2015).

Outras adesinas presentes na superficie celular séo as proteinas ligadas as p-1,6-
glucanas, as quais sdo codificadas pelo gene da familia da proteina ALS. Dentre este
grupo, os genes ALS1, ALS3 e ALS5 sdo os mais frequentemente descritos por estarem
envolvidos na adesdo de C. albicans, devido sua capacidade de aderir a uma ampla
variedade de substratos e se ligar com as glicoproteinas, de forma que haja a endocitose
do patégeno. Com relacdo a outras espécies de Candida, foi relatado que a C. glabrata
apresenta adesinas codificadas por genes da familia EPA, dentre os quais, 0S genes que
apresentam maior importancia sdo EPA1, EPA6 e EPATY e sdo responsaveis por processos
especificos de interacdes entre a lectina presente nas células leveduriformes e os hidratos
de carbono da célula hospedeira (MURCIANO et al., 2012; EL-KIRAT-CHATEL et al.,
2015; MODRZEWSKA & KURNATOWSKI, 2015).

De fato, as diferencas na composi¢do da parede celular no reconhecimento de
Candida spp. sdo conhecidas por impactar a resposta imune. Um exemplo disso esta nas
variacOes das proteinas antigénicas associadas a parede celular que foram detectadas entre
C. albicans, C. tropicalis e C. guilliermondii, sendo visto em um estudo que identificou
uma nova proteina antigénica associada a parede celular de C. tropicalis, a KGD2P. Isso
indica que a presenca de proteinas antigénicas espécie-especificas entre as leveduras sao
capazes de promover respostas imunes distintas ao entrarem em contato com o sistema
imunoloégico (WHIBLEY; GAFFEN, 2015).

No estagio de invasao das células do hospedeiro, existe uma variacdo polimorfica
caracteristica das leveduras, em C. albicans, a qual esse é considerada o maior fator de
viruléncia dessa espécie. Essa flexibilidade esta associada a capacidade dessas células de
assumirem a forma leveduriformes (blastoconideos) e a forma filamentosa com a
presenca de pseudohifas e/ou hifas verdadeiras, sendo a formacéo de hifas diretamente
associada a invaséo no tecido do hospedeiro e a forma leveduriforme relacionada a adeséo
a parede celular (SUDBERY, 2011; THOMPSON et al., 2011; MAYER et al., 2013).

A formacéo de micelios pela Candida albicans tem sido associada com a ampliacao
da variabilidade antigénica da superficie, sendo que a unido de hifas aumenta a viruléncia
fangica no sentido de uma maior aderéncia a célula criando uma barreira que dificulta o
processo de fagocitose extra e intracelular pelo sistema imunolégico (KHAN et al., 2010).

A variabilidade fenotipica expressa pelas espécies de Candida, é associada ao

fendmeno denominado de Switching (Figura 1), no qual ocorre uma alteragdo nas coldnias
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fangicas de forma a ocorrer uma transicdo celular da fase leveduriforme para uma célula
alongada e opaca, que por consequéncia, leva a modificagdo na aderéncia as células
epiteliais, na suscetibilidade antifungica e na atividade fungicida dos leucdcitos. Foi
demonstrado in vitro a ocorréncia de uma mudanca nas colénias que assumem formas
varidveis, incluindo o aspecto liso, enrugado, aspero, além desse fendmeno ser
responsavel atributos bioquimicos e moleculares importantes que torna o fungo mais
virulento e eficaz durante a infeccdo (KULETA et al., 2009; NAVES et al., 2013; DA
ROCHA et al., 2021).

Um outro fendmeno observado no processo de morfogénese das leveduras do
género Candida é o tigmotropismo, o qual é caracterizado por um processo ocorrido na
fase filamentosa capaz de intensificar a invasao, e, como consequéncia a disseminagéo do
patdgeno na célula. Deste modo, a sistematica desse evento ocorre por meio de formacoes
de juncdes epiteliais que se agregam e internalizam a célula fangica e as protegem da
fagocitose do sistema imunoldgico. Essa alteracdo morfoldgica acontece geralmente
devido fatores ligados ao hospedeiro, como, temperatura, pH, e confere a levedura uma
vantagem bioldgica devido a esse fator de viruléncia quando comparado a sua fase
leveduriforme (BRAND et al. 2008; DE ROSSI et al., 2011).

Entre as espécies, diferentes de Candida albicans, como C. tropicalis e C.
dubliniensis esse processo de plasticidade pode ser descrito similarmente, embora em
muitos estudos ndo tenha sido capaz de ser visto na condicédo in vitro. (PORMAN et al.,
2013; O’KANE et al., 2020). Por outro lado, a Candida auris, uma espécie descrita
recente, e que ainda estd em processo de elucidacdo de seus reais mecanismos de
viruléncia, demonstrou, em estudos realizados por Wang et al, 2018, sua capacidade de
formacédo de células alongadas similares a estrutura de pseudohifa na condicéo in vitro.
Além disso, no mesmo periodo outro estudo realizado por Yue et al, 2018, no qual esses
pesquisadores constataram a infecgéo sistémica no modelo camundongos, a formagéo de
trés fendtipos diferentes: células leveduriformes, pseudohifas e células filamentosas,
sendo esse fato um dos fatores de viruléncia importante, tendo em vista seu histérico de
multirresisténcia aos antifligicos convencionais.

Um dos fatores de viruléncia mais estudados para o género Candida é expressdo
de enzimas hidroliticas extracelulares, dentre as quais destacam-se: as proteases
asparticas secretadas (SAPS), responsaveis pela hidrolise de ligacdes peptidicas, e as
fosfolipases (Plbs) que atingem os fosfolipideos pertencentes a célula hospedeira. Essas

moléculas favorecem o mecanismo de adeséo e a penetracdo aos tecidos hospedeiros a
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fim de gerar uma deformacao em estruturas da superficie celular e assim evitar o efeito
microbicida do sistema imunolégico (TELLAPRAGADA et al., 2014; PANDEY;
GUPTA,; TILAK, 2018).

As SAPS sdo conhecidas pelo seu papel importante na degradacdo de uma
variedade de proteinas humanas, possuindo uma ampla especificidade de substrato para
moléculas como a albumina, hemoglobina, queratina, colageno, laminina, fibronectina,
mucinas, bem como a imunoglobulinas. Além disso, essas proteinases estdo associadas a
obtencdo de elementos necessarios para nutricdo e sobrevivéncia da célula fungica, como
a aquisicdo de fontes de nitrogénio (SILVA et al., 2014). A enzimas SAPS, sdo formadas
a partir de uma codificacdo génica de uma familia de 10 componentes (SAP1-SAP10),
no qual seu papel sob a viruléncia fangica é estudado, sendo encontrada maior associagéo
com a espécie C. albicans (TAVARES; BURGE; BOCCA, 2015).

A producdo de fosfolipase é considerada um fator importante para o processo de
infeccdo da candidiase. Estruturalmente, essa enzima esta posicionada na superficie da
levedura e na extremidade do tubo germinativo, participando do processo de hidrélise de
ligacOes éster em glicerolfosfolipideos o que resulta na formacdo de &cidos graxos,
gerando danos a membrana celular do hospedeiro. Além do mais, também exibem
receptores epiteliais que facilitam a aderéncia do fungo (MOHANDAS; BALLAL, 2011;
SILVA et al., 2012).

Dentre as fosfolipases elucidadas foram identificados quatro tipos de enzimas desse
grupo (A, B, C e D) que apresentam papel importante na viruléncia fangica, sendo estes,
produtos dos genes PLB1 e PLB2. Estudos mostraram que a presencga do gene PLB1 é
necessario para o desenvolvimento da viruléncia em modelos de animais, sendo
observada uma reducdo desse processo de hidrolise em cerca de 60% em organismos que
sofreram delecdo deste gene. A expressdo genica a PLB1 esta associada a agdo de
hidrolase e lisofosfolipase transacilase, em que sua secre¢do ocorre na extremidade das
hifas durante a invasdo tecidual (CALDERONE; FONZI, 2001; ACHKAR; FRIES, 2010;
SILVA, 2011).

Além dessas, outras enzimas agem de forma importante na patogenicidade desses
microrganismos, as chamadas hemolisinas, que atuam na liberagdo da hemoglobina
constituintes das hemaécias e assim podem utilizar o ferro como fonte de nutriente (SILVA
etal., 2012; CANELA et al., 2018).
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Figura 1. Esquema representativo dos principais fatores de viruléncia do género Candida.
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Fonte: Adaptado de Mayer, Wilson e Hube (2013).

Outro mecanismo de viruléncia desta levedura refere-se a sua versatilidade de
adaptacdo, bem como a capacidade de adesdo em sitios variados, perante a formacéo de
comunidades microbianas, denominados biofilmes, fortemente aderidas a uma superficie
solida biotica ou abiotica (SUZUKI, 2009; NAVES et al., 2013)

Biofilmes produzidos pelo género Candida s&o definidos por estruturas complexas,
constituidas por diferentes formas leveduriformes, hifas e pseudo-hifas, envolvidas em
uma matriz de substancia polimérica extracelular (EPS), aderidas a uma superficie sélida
cujas células possuem taxas de crescimento e fenotipos alterados. Esta matriz € composta
por polissacarideos pertencentes a parede celular fungica e pode ser constituida a partir
do desenvolvimento de unica espécie ou pode ser derivada de um crescimento
polimicrobiano. Os biofilmes sdo fatores reconhecidos diante do seu envolvimento em
enfermidades humanas, no qual estdo associados a fontes de infec¢Ges do trato
geniturinario, lesdes expostas, pneumonia, bem como a superficies de biomateriais
abioticos (MELO, 2016; SILVA et al., 2017; LOHSE et al., 2018; GABRILSKA et al.,
2015; MCCALL et al.,2019)

Do ponto vista genético, um importante regulador da formac&o de biofilme in vitro
em espécies de Candida, é o fator de transcricio BCR1 (“biofilm and cell wall
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regulator”), cujos principais alvos para os quais sao direcionados sdo genes que codificam
as proteinas de adesédo da parede celular, como as ALS e HWP, bem como o gene RBT5,
que esta envolvido no processo de filamentacdo das espécies de C. albicans e C.
parapsilosis. Todos esses genes estdo envolvidos nas fases de formacdo do biofilme
(DING et al., 2015; RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2020).

Além disso, durante a formacdo do biofilme acontece um controle do mecanismo
de comunicagdo microbiano denominado “quérum sensing” (QS), em que ocorre a
liberacdo de forma continua de moléculas que se assemelham a hormonios que regulam
a concentracdo da populacdo microbiana em desenvolvimento e, ao alcancar sua
estabilizagdo, ocorre uma resposta reguladora sob o0s genes QS-dependentes.
(ALBUQUERQUE; CASADEVALL, 2012; BORAL et al., 2018).

A competéncia da célula leveduriforme de formar o biofilme é considerada um fator
de viruléncia significativo diante da sua capacidade de estabelecer protecéo e persisténcia
no mecanismo de adesdo do fungo e, dessa forma, criar uma barreira contra a acdo de
antimicrobianos utilizados na terapia antifngica, gerando a ampliacdo dos fatores de
resisténcia desses microrganismos (BARBOSA, 2019). A habilidade das espécies de
Candida no desenvolvimento de biofilmes ndo é direcionada apenas a geracdo de
condic@es patoldgicas ao hospedeiro, mas também pelo seu efeito diante da sua influéncia
protetora da célula flngica frente as drogas, de forma que as leveduras envolvidas na EPS
se tornam menos susceptiveis aos antifungicos, bem como a defesa imunoldgica e
condicdes ambientais do hospedeiro (LARA et al., 2018; GLAZIER; KRYSAN, 2020).

2.3 TERAPEUTICA E RESISTENCIA ANTIFUNGICA

Com o aumento da incidéncia de patologias associadas a fungos, a busca por
antimicrobianos que estabelecessem o controle e eliminacdo desses microrganismos
tornou-se preponderante desde meados da década de 80, principalmente associado a um
diagnostico prematuro e preciso que direcionasse para 0 tratamento antifdngico
adequado. Atualmente, os antimicrobianos disponiveis para essa terapéutica sdo
classificados em quatro classes, que se baseiam no seu mecanismo de agdo na celula
fangica, sendo eles os modificadores da integridade da membrana, como os polienos, que
interagem com os esterdis da membrana; os azois que realizam a inibicdo da biossintese
do ergosterol; as equinocandinas que atuam na sintese da parede celular e os
antimetabolitos que inibem a sintese dos acidos nucléicos (LEWIS, 2011; CHANG et al.,
2017; PEIXOTO et al., 2014).
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Os azois sdo classificados como fungistaticos, no qual atuam como inibidores da
enzima lanosterol 14-a-demetilase, correspondendo a maior familia antifungica. Eles sdo
capazes de romper a membrana celular inibindo a atividade dessa enzima envolvida na
biossintese do ergosterol que é o principal componente responsavel pela fluidez,
permeabilidade e integridade da membrana celular. O ergosterol atua analogo ao
colesterol em células animais, sendo maior componente esterol da membrana celular
fangica, entretanto o ergosterol e o colesterol apresentam diferencas estruturais que sao
capazes de direcionar os agentes antifungicos a ligacdo ou biossintese do ergosterol e,
com isso, ndo reage de forma cruzada com as células hospedeiras. A classe dos azois
dispde de representantes como imidazdis, os triazolicos e posaconazol (PRISTOV;
GHANNOUM, 2019; SANGUINETTI et al., 2015).

Em situacBes de infecgdes invasivas, 0 azélico comumente utilizado é o fluconazol,
um triazol que apresenta uma boa penetracdo nos tecidos, devido sua caracteristica
hidrossoluvel, sendo administrado desde em casos de micoses superficiais causadas por
Candida spp., bem como casos de candidemia, e meningite por Criptococcus spp.
(VIEIRA; SANTOS, 2017).

Apesar do seu amplo espectro, o uso do fluconazol sofreu limitacdes devido a
ascensdo dos mecanismos de resisténcia adquiridos pelos fungos nos ultimos tempos.
Com uso indiscriminado associando as limitacfes de antifingicos disponiveis no
mercado, o perfil de resisténcia fangica se elevou, devido a eventos multifatoriais que
envolvem modificagdes moleculares e superexpressdo de genes no fungo, o que afeta a
eficacia farmacodinamica da droga. A falha do tratamento pode estar relacionada ao
hospedeiro, principalmente associado ao seu estado imunoldgico, bem como relacionado
aos fatores de viruléncia do fungo envolvido. Na ultima década, os papéis fundamentais
dos fatores de transcri¢do e da plasticidade do genoma do patdégeno foram destacados
como responsaveis pelos processos de resisténcia aos antifangicos (COWEN et al., 2015
PARRAS; CARDENAS, 2020)

Os mecanismos relacionados a resisténcia aos azdis correspondem a varios fatores,
sendo os principais a ativacdo de bombas de efluxo por meio de genes especificos, bem
como mutagOes pontuais nos genes ERG11 e ERG3 que realizam a indugéo de alteragdes
na via de biossintese do ergosterol, bem como 0 aumento nas concentracdes de lanosterol
14- a- demetilase e diminuicdo de afinidade com as ligagcdes dessa enzima pela droga
(PFALLER, 2012; PFALLER et al. 2014 ). Em um estudo de Mojtaba Nabili et al, 2016,

sobre substituicdes de aminoécidos na proteina ERG11P, foram observadas em isolados
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de Candida glabrata resistente ao fluconazol. Com isso, foi identificado que houve
substituicdo do aminoacido G236V no sitio de ligacdo da enzima ao fluconazol, o que
diminuiu consideravelmente a afinidade do fa&rmaco pelo seu alvo bioldgico.

Ja o grupo dos polienos, apresenta como alvo o ergosterol da membrana plasmatica,
sendo considerados de acdo fungicida. Esses farmacos, como a nistatina e anfotericina B
se ligam a esse componente lipidico e o destroem, resultando na producdo de poros
aquosos, que desencadeiam o extravazamento de ions e constituintes do citoplasma
celular, ocorrendo a morte da levedura (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013; MORACE
etal., 2014; CHUDZIK et al., 2015). A nistatina € usada principalmente de forma topica
ou oral, devido sua agédo sistémica ser limitada, em contrapartida, a anfotericina B
apresenta é usada direcionada para o tratamento de candidemias, sendo utilizada
geralmente em associacdo com outro farmaco, visto seu mecanismos sinérgico ou
antagbnico permite a diminuicdo dos seus efeitos colaterais e danos toxicos, como a
nefrotoxicidade (SCHLOTTFELDT et al., 2015; KANZAKI,2019).

No que se refere a resisténcia a esses farmacos, mutacdes pontuais nos genes
ERG2, ERG3, ERG6 e ERG11 (Figura 2) estdo associados ao perfil de resisténcia das
espécies de Candida aos polienos, visto que ocorre uma diminuicdo da expressao do alvo
de acdo dessas drogas, e com isso as leveduras apresentam um teor mais baixo de
ergosterol e tendem a ser resistentes a esses antifungicos, quando se compara o teor desse
componente lipidico em fungos susceptiveis a esses antimicrobianos. Ha relatos na
literatura de que existe uma correlacdo da resisténcia aos polienos com a resisténcia aos
agentes azois, atraves de relacdo entre as modificacfes nos genes responsaveis pela
sintese de ergosterol, principalmente a ERGS3, a diminuicdo de ergosterol, bem como
seu acumulo de forma alternativa (EDDOUZI et al., 2013; PRASAD et al., 2016; DA
ROCHA et al., 2021).
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Figura 2: Principais antifingicos e seus mecanismos de a¢éo.
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Fonte: Reproduzido de Xie, Polvi, Shekhar-Guturja e Cowen (2014).

A parede celular também ¢é alvo de algumas classes de antifungicos, em que 0s
farmacos tém como alvo estruturas pertencentes a esse componente celular, como -
glucano e quitina. As equinocandinas atuam como inibidores da sintese de glucano em
que os medicamentos dessa classe (caspofungina, micafungina e anidulafungina) séo
agentes antifungicos lipopeptidicos que inibem a sintese da parede fungica por bloqueio
ndo competitivo da (1,3)-f-D-glucano sintase. Essa inibi¢do enzimatica leva a formacao
de paredes celulares fungicas com integridade estrutural prejudicada, o que resulta em
vulnerabilidade celular e consequente lise osmotica. Essa familia que possui acéo
fungicida geralmente é a ultima classe de antifingicos a ser utilizada na pratica clinica
(SANGUINETTI et al., 2015; PRASAD; SHAH; RAWAL, 2016).

O perfil de resisténcia relacionado a esse grupo de antifungicos é baseado em alguns
mecanismos elucidados, sendo um deles por mutacao no gene que codifica a enzima alvo

do antifungico, a $-1,3-glucano sintase. A resisténcia as equinocandinas ocorre na
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subunidade catalitica dessa enzima, que é codificada pelos genes FKS1, FKS2 e FKS3,
no qual ocorrem mutagdes nas regides denominadas “hot spots” de FKS1, ou em regides
homdlogas de FKS2, resultando em substituicbes de aminodcidos em espécies de
Candida. As mutagdes nos genes FKS surgem em configuracdes especificas, de forma
que as taxas de resisténcia as equinocandinas sdo mais altas do que na populacgéo geral
acometida por candidiase invasiva, e se torna notavel nas espécies, C. glabrata e C.
albicans, sendo essas mutacdes descritas quase que exclusivamente em pacientes com
exposicdo prévia ao grupo de antifingicos (SHIELDS, 2014; BERTO et al., 2018)

Outros farmacos também sdo incluidos nas classes de antifungicos, tais como 0s
analogos de nucleosideos que atuam como inibidores da sintese de DNA/RNA. Eles sdo
transportados para as células flngicas por permeases de citosina e em seguida, sdo
desaminados em 5-fluorouracil e fosforilado em monofosfato de 5-fluorodesoxiuridina.
Este nucleotideo fluorado inibe a timidilato sintase e, portanto, interfere na sintese de
DNA. O monofosfato de 5-fluorodesoxiuridina pode ser ainda fosforilado e incorporado
ao RNA, afetando assim a sintese de RNA e proteina fungica (DE OLIVEIRA SANTOS
etal., 2018; O’KANE et al., 2020).

Além desses, outros agentes antifingicos sdo aplicados na préatica clinica, tais como
alilaminas e tiocarbamato, no qual agem causando o rompimento da membrana celular e
inibem a esqualeno-epoxidase, enzima envolvida na biossintese do ergosterol. A
griseofulvina, uma espirodicetona triciclica, primeiro isolada de Penicillium
griseofulvum, atua através da interacdo com fuso dos microtibulos, em que esse
antifungico desfaz fuso mitético inibindo a multiplicacdo, além disso apresenta afinidade
por tecidos queratinizados, atuando nos queratindcitos (SEGATO; MARTINEZ-ROSSI,
2008; DA SILVA, 2019).

Com o aumento da incidéncia das infeccbes fangicas, o cendrio das terapias
antifangicas disponiveis ainda é preocupante, principalmente devido os farmacos
disponiveis ndo satisfazerem completamente a necessidade da pratica médica, devido a
aspectos relacionados ao espectro de acdo, poténcia e propriedades farmacocinéticas.
Outro fato é que, embora novas drogas antifingicas tenham sido introduzidas na pratica
clinica, como 0s novos azélicos, voriconazol e posaconazol, que apresentam maior
poténcia e espectro de acdo do que os demais representantes da classe, 0s mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos convencionais ainda persiste, gerando uma restricdo para
o tratamento seguro e eficaz de infecgdes fungicas (PFALLER, 2012; CARMONA;
LIMPER, 2017; CHANG et al., 2017).



18

2.4 POTENCIAL TERAPEUTICO DE SUBSTANCIAS BIOATIVAS

A utilizagdo de substancias naturais ou seus derivados sintéticos com a finalidade
medicinal se iniciou desde os primdrdios da humanidade, bem como 0 seu uso como
fontes inesgotaveis de alimento, de matéria-prima para vestuarios e habitacdes
(BOSQUEIRO, 1995; ROSA et al., 2011; PIGATTO et al., 2019; LEITE e SANTOS,
2021). No Brasil, a utilizacdo de produtos naturais parte da cultura popular advinda dos
indigenas ou dos povos mais antigos que habitaram a regido, sendo atualmente, o uso
dessas substancias o foco de inimeras pesquisas existentes, que visam a comprovacao do
conhecimento empirico aplicado a terapéutica, para o tratamento de comorbidades e
infeccOes (SOLORZANO et al., 2009; FONSECA et al., 2019).

No periodo do século XVIII, foi iniciado a caracterizagdo das primeiras substancias
puras, no qual esses atributos se tornaram instrumentos de estudos cientificos de forma
que fossem identificados seus principios ativos para 0 uso no tratamento de doenca. Logo,
partindo desse principio, a procura por novas substdncias que apresentem carater
medicinal cientificamente comprovado tornou-se crescente, a fim de que haja a
elucidacdo de mecanismos relacionados a producdo de substancias bioativas, também
conhecidas como metabdlitos secundarios, e o seu uso como possivel farmaco na préatica
clinica (PHILLIPSON, 2001; PINTO et al., 2002; TAIZ et al., 2015; ROCHA et al.,
2015).

Com relacdo aos metabdlitos secundarios, estes sdo caracterizados por serem pouco
abundantes, e por ndo estarem ligados diretamente no processo de biossintese das plantas,
sendo sua importancia voltada para uma fonte de substancias farmacologicamente ativas
para fins terapéuticos, embora, além disso esteja voltado para a fungdo de adaptacdo das
plantas aos seus ambientes e colaboram para que elas possuam uma eficaz interacdo com
os diferentes ecossistemas (PEREIRA; CARDOSO, 2012; DE REZENDE et al., 2016).

Esses metabolitos podem ser classificados em trés grandes classes que se
distinguem de acordo com a sua rota biosintética e segundo suas caracteristicas quimicas,
sendo eles os nitrogenados, terpendides e fenolicos. Dentre os nitrogenados, os alcaldides
apresentam uma extensa atividade bioldgica caracterizada, dentre elas atividades
antitumoral e antimicrobiana. J& os terpendides sdo formados a partir do
isopentenilpirofosfato, na qual ddo origem aos monoterpenos, sendo conhecidos por
serem substancias volateis envolvidas principalmente com o uso em repelentes, bem

como fazem parte da constituicdo de Oleos essenciais. Os fendlicos sdo compostos
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comumente usados para atracdo no processo de polinizacdo, formados estruturalmente
por um anel aromatico, em que um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila,
gerando os subtipos flavonodides, taninos, isoflavonoides e cumarinas (COLPO et al.,
2014; MARMMIT et al., 2015; CUNHA et al., 2016; REMPEL et al., 2019)

Diante desse contexto, varios estudos com substancias bioativas estdo sendo
direcionados para a descriminagdo das suas caracteristicas farmacoldgicas, dentre os
quais se destacam as cumarinas, encontradas em cerca de 30 familias de plantas diferentes
e que para alguns dos seus derivados cumarinicos ja apresentam atividade bioldgica como
antitrombdtica, anticancerigena, antimicrobiana elucidada em estudos. Com isso, esses
compostos apresentam potencial para a industria farmacéutica na busca de novos
protétipos Uteis para a fabricagdo de farmacos direcionados ao tratamento de diversas
doencas, e com requisitos de baixa toxicidade celular. Logo, esse conjunto de beneficios
mantém as cumarinas como alvo de investigacdo nas pesquisas atuais e fomenta o
interesse farmacéutico em um nivel mais abrangente (VENUGOPALA et al., 2013;
HUSSAIN et al., 2018; FRANCO et al., 2021)

As circunstancias das infecgdes fungicas oportunistas emergentes, aliadas a restrita
variabilidade de agentes antifungicos, o aumento da resisténcia aos antimicrobianos
disponiveis e os fatores de viruléncia associados aos altos indices de patologias
sistémicas, tem sido base para o incentivo a procura de novas substancias bioativas que
induzam uma significativa aplicacdo clinica (SOLIMAN et al., 2017). Alguns estudos,
como o realizado por Al-Amiery e colaboradores (2012), relataram o éxito de dois
compostos cumarinicos com relacdo a atividade antifingica quando comparada ao
fluconazol. Essas substancias foram sintetizadas e testadas contra as espécies de Candida
albicans e de Aspergillus niger. Além disso, foi visto que a relacdo entre a estrutura
quimica e a atividade bioldgica dos derivados cumarinicos é caracterizada pela acdo
farmacologica promovida pela presenca de derivados amino-substituidos.

Outra cumarina isolada e avaliada frente a fungos foi obtida da planta Kielmeyera
elata, em que a concentragdo inibitoria minima determinada foi de 0,512 mg/mL, para as
espécies de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei. A atividade inibitéria
foi equivalente quando comparada com os resultados obtidos pelo tratamento com
fluconazol utilizado como controle positivo (MARCONDES et al., 2015).

Logo, nesse contexto de atividade antimicrobiana, bem como outras atividades

bioldgicas como seu potencial anticancer, as cumarinas se apresentam como alvo de
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investigacao nas pesquisas atuais como foco de interesse farmacéutico na busca por novos

farmacos em um efeito mais abrangente (SILVA et al., 2020).

2.4.1 Cumarinas

As cumarinas constituem uma classe de metabolitos secundarios derivados do
metabolismo da fenilalanina isolada pela primeira vez em 1820 por VVogel, membro da
Royal Academy of Science of Munich, (MURRAY, 1978; MONTAGNER, 2007). O
primeiro representante € a cumarina derivada da espécie Coumarouna odorata
(popularmente conhecida como fava tonca). Esses metabdlitos encontram-se distribuidos
nas raizes, flores e frutos de algumas familias de Angiospermae como Apiaceae,
Rutaceae, Asteraceae, Graminae e Orquidaceae (monocotileddnias) bem como em
Fabaceae, Oleaceae, Moraceae e Thymeleceae, (JAIN ; JOSHI, 2012; PETRUL’OVA-
PORACKA et al., 2013).

A exposicdo humana as cumarinas tem sido cada vez maior, pois elas apresentam
diversas bioatividades e tém tido grande a aplicabilidade comercial, sendo estes
compostos presentes na industria alimentar e encontrados em varios alimentos, como o
cha verde, a canela, cenoura, vinho (FELTER et al., 2006; SPROLL et al., 2008). No
entanto, com base nos dados sobre toxidade hepética verificada em ratos, a agéncia United
States Food and Drug Administration (FDA) a classificou como substancia toxica, sendo
entdo proibida a sua adicdo em alimentos para o ser humano e a sua importacao foi
restringida. Posteriormente, o Conselho Europeu estabeleceu o limite geral permitido para
0 uso de cumarinas em alimentos e bebidas (COUNCIL DIRECTIVE, 1988; ARAUJO
et al. 2004).

As cumarinas podem ser classificadas como heterosideos, estruturalmente lactonas
do acido o-hidroxicinamico, tendo como mais simples e principal representante o 1,2-
benzopirona (Figura 3), que representa o esqueleto basico de todos os outros derivados
cumarinicos.

A maioria das cumarinas é sintetizada atraves do metabolismo da fenilalanina
amonialiase no qual a desaminacdo enzimatica da fenilalanina origina o &cido cinamico,
em que, por sua vez sofre hidroxilacdo da sua cadeia lateral, catalisada pela enzima trans-
cinamato-4-hidroxilase ¢ forma o composto acido o-cumarico. Logo, a cumarina, resulta
do processo de lactonizacao do acido o-cumarico através de acdo enzimatica e na presenca
de calor (WITAICENIS et al., 2014; CZELUSNIAK et al., 2012).
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Figura 3: Estrutura molecular da 1,2 benzopirona.
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Fonte: http: //www.chemsoc.org

A biossintese das cumarinas acontece a partir do metabolismo da glicose atraves do
acido chiquimico, no qual é um dos dois principais intermediarios. O acido chiquimico
se forma através da condensacdo de dois metabdlitos da glicose, o fosfoenolpiruvato e a
eritrose-4-fosfato. A partir disso, a via do acido chiquimico é capaz do formar trés
aminoacidos aromaticos importantes, a fenilalanina, triptofano e tirosina, no qual sdo os
precursores dos metabolitos secundarios das plantas como as cumarinas, flavonoides,
alcaloides (Figura 4) (CZELUSNIAK et al., 2012; OLIVEIRA, 2016). De acordo com
Simdes, 2010, esse processo de biossintese pode ocorrer a partir de uma diminuicdo de
nutrientes, alteragcdes dos hormonios, bem como algum dano provocado por pragas aos
vegetais, como é o caso da espécie Helianthus annuus, que é capaz de armazenar em seus

tecidos a cumarina escopoletina diante da acdo de insetos.
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Figura 4: Rota de biossintese da cumarina. (a) Desaminagdo da fenialanina pela enzima fenilalanina
amonialiase; (b) Hidroxilagéo pela enzima transcinamato-4-hidroxilase da cadeia lateral do acido o-cumdrico;
(c) Glicosilagédo do acido o cumarico; (d) Isomerizacéo cis/trans da dupla ligagao; (e) Lactonizagdo do produto

— Cumarina sintetizada.
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Fonte: Adaptado de Oliveira, 2016; Czelusniak et al., 2012

As cumarinas podem ser classificadas de acordo com sua estrutura quimica, sendo
elas as cumarinas simples, as furanocumarinas, as piranocumarinas, as cumarinas com
substituintes no anel pirona e as cumarinas miscelaneas (Tabela 1). De forma geral, as
cumarinas simples sdo derivados que contém os radicais alquil, hidroxi e alcoxi, as
furanocumarinas sdo compostos que possuem um anel furano condensado ao nucleo
cumarinicos, em que possuem analogia com as piranocumarinas, possuindo o anel pirano.
Ja as cumarinas com substituentes no anel pirona sofrem modifica¢cGes na posicao 3 e 4
da estrutura, e as cumarinas miscelaneas, admitem o atomo de oxigénio ligado ao
oxigénio por dupla ligacdo em posicOes invertidas da estrutura da cumarina,
correspondendo a biscumarinas (MURRAY, 1978; DIGHE et al., 2010; VENUGOPALA
etal., 2013)
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Tabela 1. Diferentes tipos de cumarinas

TIPOS DE ESTRUTURA ACAO
CUMARINA QUIMICA GERAL FARMACOLOGICA REFERENCIAS
- - ) .-_"x..___v__._.--'_‘.'.‘_:.lc_ Antlcancerl’gena,
Cumarina simples L. I J . ) REHMAN et al.,
no” = g Rp Antibacteriana
‘ 2013
\
. P [ Antiflamatéria LIMA et al, 2009
Furanocumarinas a” T e T ; . 5
LI Anticonvulsivante BELEM et al,
2022
Antiflamatoria
Piranocumarinas P ~o g Imunossupressora MARTIN et al,
Antiviral 2018
Cumarinas com s 2 R, A0
substituintes no anel S N Anticancerigena
; Rl M © SILVA, 2020
pirona
Cumarinas e P ) DE OLIVEIRA
o L | Anticoagulante
miscelaneas S g S T MENDOCA,
2019

2.4.2 Acdes farmacologicas das Cumarinas

As cumarinas correspondem a um grupo muito amplo de substancias com diversas
atividades farmacoldgicas, sejam elas sintetizadas ou isoladas de plantas. Para a industria
farmacéutica as cumarinas e seus derivados sintéticos apresentam grande importancia,
pois interagem com diversas enzimas e receptores que sdao muito utilizados na pratica
clinica como agentes anticoagulantes, vasodilatadores, sedativos e analgésicos
(BAIRAGI et al., 2012).

Na literatura, em relagéo a atividade antimicrobiana alguns estudos relataram a acao
desses derivados cumarinicos in vitro frente a diferentes bactérias, como Bacillus subtilis,
B. dysenteriae, B. cereus, Corynebacterium diphtheriae, Klebsiella pneumoniae,
Micrococcus luteus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi,
Shigella dysenteriae, Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes, tanto em testes

usando a microdiluicdo em caldo, como a metodologia de disco de difusdo (REHMAN et
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al. 2005; BRENZAN et al. 2008; SMYTH et al. 2009; KALKHAMBKAR et al. 2011,
SUN et al. 2011).

De maneira mais especifica, derivados de cumarinas como a 4-hidroxi, 7-hidroxi e
3-carboxicumarinas, demonstraram uma resposta mais eficiente em relacdo a bactérias
Gram positivas do que para o grupo das Gram negativas, principalmente, para a bactéria
Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus (LIN et al., 2012). Outro estudo realizado por
Correa (2012), verificou atividade antimicrobiana ativa através de testes de disco difusdo
usando derivados cumarinicos isolados de Asteraceas frente Enterococcus faecalis, S.
aureus, B. subtilis e Micobacterium smegmatis. Além disso, esse mesmo estudo obteve
éxito em relacdo a atividade inibitoria desses isolados frente a espécie Candida albicans,
com a caracteristica de um halo de inibicao elevado quando comparado com o antifungico
cetaconazol usado como controle positivo.

Ainda sobre a atividade antiflngica, alguns autores determinaram a acdo desses
compostos frente a fungos tanto de carater leveduriforme, quanto filamentosos. Foi
descrito que as cumarinas isoladas de Baccharis darwinii, de plantas do género
Pterocaulon, assim como derivados sintetizados a partir de malononitrila e salicilaldeido,
apresentaram acdo frente a fungos do género Aspergillus flavus, A. niger, A. fumigatus,
A. alliaceus, A. carbonarius, A. ochraceus, Fusarium solani, Microsporum gypseum, M.
canis, Trichophyton rubrum, bem como as leveduras Saccharomyces cerevisiae, Candida
albicans, C. tropicalis, C. glabrata, (STEIN et al. 2006; KURDELAS et al. 2010;
FLORES, 2011).

A atividade anti-inflamatoéria também é um aspecto importante a ser relatado na
literatura para avaliar as cumarinas sintetizadas. Esses compostos demonstraram possuir
alto niveis de expressdo de proteinas que medeiam processos inflamatorios, sendo isso
observado em modelos tradicionais como edema de orelha e pata induzido por formalina,
alem de analisar linhagens de células de carcinoma humano, e estudos envolvendo casos
de periodontite, a fim de determinar o0 mecanismo de acao desses derivados diante de uma
inflamacdo (MENGHINI et al., 2010; KALKHAMBKAR et al. 2011; TAVARES, 2021).

Além disso, averiguou-se que as cumarinas sdo um grupo de substéncias que
exibem importdncia em relacdo a sua atividade de protecdo antioxidante, sendo
demostrado em estudos que avaliaram a acdo antioxidante in vitro através do método do
DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) de cinco 4-hidroxi-bis-cumarinas, no qual o0s
compostos apresentaram resultados favoraveis devido a acdo catalisadora do radical
DPPH, quando comparado as outras substancias (RIBEIRO et al., 2005; SANTOS et al.,
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2014). Além disso, Sun et al. (2011) realizaram a sintese e avaliacdo da reducao do DPPH
diante de derivados do composto 4-arilcumarina, que mostraram atividade antioxidante
promissora para estas moléculas.

As cumarinas também tém se destacado devido outras atividades bioldgicas, tais
como: antialérgica, antiviral, hepatoprotetora (MUSA et al., 2011; OLMEDO et al., 2012;
BUBOLS et al., 2013; SLAPSYTE et al., 2013), antiasmatica, antiviral (KAUR et al.,
2012; ANAND et al., 2012; SLAPSYTE et al., 2013), anticoagulante, antigenotodxica
(MUSA et al.,, 2011), antidepressiva, antidiabética (SASHIDHARA et al., 2011),
antinociceptiva (BARROS et al., 2010), antitumoral (HUANG et al., 2011; MUSA et al.,
2011; GACCH; JADHAYV, 2012; BUBOLS et al., 2013).

2.4.3 Derivados sintéticos hidroxicumarinicos

Na perspectiva do uso terapéutico dos compostos cumarinicos farmacologicamente
ativos, temos as Hidroxicumarinas, em que representam uma classe de derivados
cumarinicos com diversas propriedades farmacoldgicas e bioquimicas com alto potencial
de interesse na industria farmacéutica (YASARAWAN; THIPYAPONG;
RUANGPORNVISUTI, 2014).

Essa classe compreende os derivados da cumarina simples, nas quais correspondem
aos radicais hidroxi, alcoxi, alquil bem como as formas glicosidicas. Nesses derivados
ocorre a oxigenacdo em um ou mais das seis posi¢des do nucleo das cumarinas, bem como
sofrem a substituicdo de um grupo hidroxila em determinadas posicdes de sua molécula.
Um exemplo disso é a 7-hidroxicumarina, também conhecida como umbeliferona, no
qual é a precursora das cumarinas 6,7-dihidroxiladas e 6,7,8-trihidroxiladas. Esses grupos
hidroxilas podem estar metilados ou com ligacdo glicosidica (MONTAGNER et al.,
2007; SOUZA et al., 2005).

Com relacéo a 7-hidroxicumarina, esse derivado esta presente em plantas, frutas e
raizes comestiveis, como a laranja amarga, cenoura, coentro, sendo caracterizada por um
solido cristalino branco-amarelado, com alta solubilidade em etanol. Em relagéo a sua
atividade bioldgica, apresenta significativa atividade antioxidante e anti-inflamatoria,
antimicrobiana, antiviral, e anticoagulante. (SILVA et al., 2019; ALVES et al., 2020)

Outro derivado cumarinicos que vem despertando interesse entre estudos sobre
diferentes atividades farmacoldgicas é a 4-Hidroxicumarina, o qual é usado como um

intermediario na sintese de diversos produtos farmacéuticos extremamente comuns, tais
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como a warfarina, que é utilizado como um anticoagulante (Figura 5) (STANCHEYV et
al., 2009; CATERINA et al., 2017).

Figura 5: Estrutura molecular da 4 — hidroxicumarina.
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Fonte: http: //www.chemsoc.org

Derivados cumarinicos formados a partir dessa molécula mostraram atividade
contra bactérias patogénicas importantes. Todos 0s compostos sintetizados a partir dessa
molécula foram ativos contra o Bacillus atrophaeus e Bacillus subtillus, alguns deles
apresentaram atividade moderada contra Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli
(REHMAN et al., 2013). Além disso, outro estudo realizado com uma série de derivados
de 4-Hidroxicumarina mostraram atividade antimicrobiana de carater fungicida in vitro
contra espécies fangicas como Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Trichophyton
mentagrophytes e Penicillium marneffei (SIDDIQUI et al.,2011)

Diante dessa acdo antifungica, a literatura mostra trabalhos como o realizado por
Thati et al (2007), em que derivados da 4-Hidroxicumarina, bem como outras
hidroxicumarinas complexadas a substancias como a prata sdo capazes de potencializar o
mecanismo fungicida desses compostos na espécie Candida albicans, uma vez que foi
descrito que houve uma reducdo do contetdo de ergosterol das células, e com isso 0
aumento do vazamento transmembranar de aminoécidos. Além disso, o estudo mostra
que varios dos complexos interromperam a sintese de citocromo C na célula e induziram
0 aparecimento de caracteristicas morfoldgicas consistentes com a morte celular por
apoptose. Logo, esses compostos pareceram afetar diretamente a capacidade de
respiracdo da célula e com isso uma deplecdo na biossintese de ergosterol e uma
consequente ruptura da integridade da membrana celular.

Outro estudo realizado por Rehman et al. (2005), os pesquisadores também
observaram esse fendmeno, a partir dos derivados cumarinicos complexados com metais
(cobalto, cobre, niquel e zinco) e realizados ensaios frente as espécies Candida albicans,
Aspergillus flavus, Microsporum canis, Fusarium solani e Candida glabrata. Logo, foi

ndo complexadas, sendo isso justificado pelos autores por um provavel processo de
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aumento da natureza lipofilica do atomo central metalico, o que favoreceu a sua
permeabilidade na membrana lipidica desses fungos.

Em relagdo aos ultimos anos, a literatura tem abordado, em sua maioria, estudos
sobre a atividade de sintese de novos derivados das Hidroxicumarinas, especificamente a
4-Hidroxicumarina, no que se refere a sua capacidade citotoxica, mutagénica,
antioxidante, anticoagulante, bem como atividade hemolitica e antiparasitaria de efeito
leishmanicida (DE OLIVEIRA MENDONCA, et al 2019; DE MACEDO ROCHA et al.,
2021; DA CRUZ et al., 2021; NETO et al. 2022), o que evidencia tanto em termos
estruturais como no que se refere a alvos terapéuticos, a importancia do ndcleo
cumarinico para a quimica medicinal, tomando como destaque atividade bioldgicas nos
ultimos anos, a fim de gerar uma contribuicdo no desenvolvimento racional de novos
projetos, através da utilizacdo da cumarinas para o tratamento de doencas emergentes
(FRANCO et al, 2021).

2.5 TERAPEUTICA ANTIFUNGICA COMBINADA

Os estudos sobre os efeitos de interacdo entre moléculas vém sendo elucidado ao
longo do tempo, visto que o uso de substancias antimicrobianas associadas tem inicio
com sua verificacdo de forma in vitro em que se tornam capazes de indicar se as suas
microrganismos (CASTRO et al., 2010).

A combinacdo de dois agentes antimicrobianos diferentes é capaz de ampliar seu
espectro de atividade através de diferentes mecanismos de a¢cdo que cada droga exerce,
principalmente em relagdo ao inicio do tratamento, pois a carga elevada de microrganismo
é capaz de induzir a selecdo de organismos resistentes, e assim criar um ambiente propicio
a sua proliferacdo exacerbada. O antifungico anfotericina B, por exemplo, é capaz de
induzir a uma permeabilidade da membrana celular fungica, de forma a facilitar a
penetragdo de outro antifungico, como a flucitosina que atua como inibidor da sintese de
DNA/RNA, e com isso sua associa¢do permite niveis intracelulares mais elevados deste
farmaco. Logo, isso possibilitard um aumento no sucesso terapéutico nos casos de
infeccOes causadas por espécies consideradas menos susceptiveis a uma determinada
substancia (KIBBLER, 2012; CHUDZIK et al., 2015; O’KANE et al.,2020).

Mecanismos envolvendo a atividade sinérgica entre o grupo dos antiflngicos estao
associados a uma série de outros fatores que justificam a combinag&o, como a inibigéo de

diferentes estagios nas vias bioquimicas intracelulares flngicas em que sdo essenciais a
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sobrevivéncia celular. Além disso, favorecem a inibicdo de proteinas carreadoras em
situagcBes em que o grupo dos polienos inibe a agdo de proteinas plasmaticas que teriam
a funcéo de expulsdo do grupo anélogos de nucleosideos, e que por sua vez consegue
permanecer e exercer seu efeito no interior da célula, bem como casos em que pode ser
observado o efeito da droga na parede celular em simutanea acdo com outra de efeito
sobre a membrana plasmatica (CASTRO et al., 2010; ANDRADE et al., 2019).

Dentre outras combinagdes antiflngicas ja relatadas, estdo a equinocandinas com
azolicos ou poliénicos, em que a maioria desses trabalhos resultou em uma interacéao in
vitro diante de fungos como Aspergillus spp, Candida spp., e Cryptococcus neoformans.
Um dos principais beneficios oferecidos pela combinacéo de antimicrobianos se referem
a reducdo de doses dos medicamentos em sua forma individual, visando minimizar seus
efeitos de toxicidade, bem como surgimento de resisténcias fangicas e assim, a redugédo
da duracdo da terapia (OSTROSKY-ZEICHNER, 2008; VAZQUEZ, 2008;
CHATURVEDI et al., 2011; KIBBLER, 2012).

Existem metodologias ativas que mensuram os efeitos de combinacao entre drogas.
Uma das formas mais conhecidas ¢ o método de Checkerboard, em que se baseia
inicialmente nas concentracdes inibitdrias minima de forma isoladas e em associacao,
sendo cada substancia analisada, de maneira a avaliar a evolugdo da CIM individualmente
e diante da presenca de uma segunda droga (BASSOLE; JULIANI, 2012; DE PAULA et
al., 2021).

De forma detalhada, o Checkerboard € categorizado em grupos diante dos
resultados interpretados através da determinacdo do indice de Concentragdo Inibitoria
Fracionada- FICI (Figura 6), em que para se estabelecer o critério de efeito sinérgico, o
resultado esperado entre as associacdes deve corresponder a um indice < 0,5, bem como
se uma associagéo entre duas ou mais drogas resulta em uma FICI > 0,5 e <1 em relagéo
ao resultado da Concentracdo Inibitéria Minima de cada droga separadamente, pode-se
dizer que essa associacdo tem um efeito aditivo. Quando se tem um resultado em
associacao que ndo é diferente de quando as drogas sdo testadas isoladamente, sendo a
sua FICI correspondente a >1 e < 4, diz-se que a associacdo € indiferente. J4 em relacéo
ao antagonismo, esse fendmeno é observado quando o resultado da associagéo € capaz de
aumentar o FICI em um valor > 4 (Tabela 2) (ODDS, 2003; YAN et al., 2012;
MULYANINGSIH et al., 2010).
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Figura 6. Férmula da Concentracéo Inibitéria Fracionada- FICI. CIMa e CIMb: Concentracdo de
diferentes compostos testados.

FICI = (CIMa em combinacéo/ CiMa isolado) + (CIMb em combinacdo/ CIMb
isolado)

Fonte: Oliveira et al (2014)

Tabela 2. indice da Concentragao Inibitéria Fracionada (FICI) e tipos de interagdes.

TIPOS DE INTERACOES FICI
Sinérgica <0,5
Aditismo >0,5e<1

Indiferente >le<4
Antagonismo >4

Fonte: Adaptado de Mulyaningsih et al (2010)
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3. JUSTIFICATIVA

No cenério epidemioldgico atual, no qual observa-se a elevada prevaléncia de
micoses oportunistas e o papel dos fungos emergentes nas formas disseminadas, é natural
que ocorra a busca incessante por novas substancias bioativas com o intuito de debelar
processos infecciosos ocasionados, inclusive por microrganismos resistentes aos
antifungicos tradicionais.

O histérico de resisténcia se correlaciona com o uso indiscriminado dos
antifangicos, seja na profilaxia ou de forma empirica, normalmente administrados em
pacientes hospitalizados, refletindo na selecdo de cepas resistentes aos farmacos, como
constatado para Candida spp. frente ao fluconazol. Tal fato dificulta o tratamento e como
consequéncia, geralmente ocorre falha na terapéutica das micoses. Corroborando com
essas informacGes, estudos demonstraram uma consideravel relacdo entre resisténcia
fangica e fatores de viruléncia desses microrganismos que frequentemente fazem parte
da etiologia de infeccGes sistémicas (NAVES et al., 2013; VIEIRA e SANTOS, 2017).

As pesquisas destinadas a avaliacdo do uso de novos compostos, sejam eles naturais
ou sintéticos, como alternativa terapéutica aceleraram nos Gltimos anos em virtude dos
avancos de técnicas destinadas ao diagndstico laboratorial, que possibilitou uma maior
notificacdo de casos de infeccdo flingica, e consequentemente, do maior interesse da
inddstria quimico farmacéutica em desenvolver novos farmacos.

Para isso, na maioria das vezes, 0 apoio da comunidade cientifica é crucial para
novas propostas, nas quais empregam-se diversas metodologias, além da expertise dos
pesquisadores na area. A corrida pela procura de substancias que possuam atividade
antimicrobiana aliada a uma seguranga em suas vias de administracdo, estimulam a
comunidade cientifica a tracarem linhas de pesquisas com o objetivo de proporcionar
informagdes a populacdo sobre o perfil fitoquimico, farmacoldgico e toxicologico dos
compostos mais promissores (SPONCHIADO, et al., 2016; DUTRA et al., 2016).

As cumarinas, que sdo substancias bioativas extraidas em diferentes concentracfes
nos segmentos das plantas, vem tomando destaque em estudos devido sua ampla atividade
bioldgica reportada na literatura (SLAPSYTE et al., 2013). Nesse contexto, com base na
revisdo da literatura e a partir de uma parceria entre laboratérios de pesquisa dos
Departamento de Anélises Clinicas e Toxicologicas (DACT) e Departamento de
Microbiologia e Parasitologia (DMP) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte,

esse estudo foi motivado pela possibilidade de investigar o potencial antimicrobiano do
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derivado sintético 4-Hidroxicumarina, considerando que a literatura carece de
informagdes mais detalhadas, abrangendo o estudo da atividade antifungica desse
derivado cumarinico frente as cepas com potencial de maior viruléncia, no caso, isolados
de Candida provenientes de amostras clinicas.

Somado a isso, ha necessidade de avancar na avaliacdo do efeito sinérgico do
derivado sintético 4-Hidroxicumarina quando combinado com antifingicos utilizados,
frequentemente, na terapéutica de fungemias, no presente estudo foi testada a anfotericina
B (um polieno) com o intuito de buscar uma futura estratégia no tratamento das infeccoes

fangicas ocasionadas por leveduras do género Candida.
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4. OBJETVOS

4.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a atividade antifngica do composto fendlico sintético 4-Hidroxicumarina
sobre amostras de Candida albicans, bem como analisar os efeitos sinérgicos entre esse

composto e o antifangico anfotericina B.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
= Estabelecer a Concentracdo Inibitoéria Minima (CIM) e a Concentracdo Fungicida
Minima (CFM) do composto fendlico sintético 4-Hidroxicumarina frente a diferentes

amostras de Candida albicans;

= Avaliar o efeito sinérgico entre a 4-Hidroxicumarina e a anfotericina B frente a

amostras de Candida albicans;
= Classificar a atividade sinérgica em aditiva, indiferente ou antagonica;

= Determinar a cinética microbiana promovida pela 4-Hidroxicumarina de forma

isolada e associada a anfotericina B.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 TIPO DE PESQUISA
A presente pesquisa apresenta carater exploratorio, experimental, com uma
abordagem quantitativa e de natureza basica, com o intuito de gerar conhecimentos sobre

os fatos verdadeiros e Uteis, aqui dissertados.

5.2 ORIGEM DA 4-HIDROXICUMARINA E PREPARA(;AO DA SOLU(;AO DE
uso

O derivado sintético cumarinico 4-Hidroxicumarina (CAS: 1076-38-6) foi
adquirido de forma comercial através da Sigma-Aldrich Corporation (San Luis, Missouri,
United States of America), gentilmente cedido pelo Departamento de Analises Clinicas e
Toxicoldgicas do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte. Para a preparacdo da solucao de uso destinada aos testes, foi realizada a diluicdo
da 4-Hidroxicumarina usando 1% de Tween-80, 3% de etanol e agua destilada
(OLIVEIRA et al., 2013)

5.3 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.3.1 Microrganismos testes

As cepas de leveduras sdo procedentes da Colecdo de Fungos Patogénicos (CFP) e
Fungos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CFRVS) do Instituto Nacional de
Controle da Qualidade em Saude (INCQS), as quais sdo descritas detalhadamente quanto

ao seu registro e origem patogénica, de acordo com a Tabela 3.

5.3.2 Meios de Cultura

A manutencgéo das cepas e ensaios da atividade antifungica foram feitos atraves da
utilizacdo do Agar Sabouraud Dextrose — ASD (KASVI, Brasil), Caldo Sabouraud
Dextrose — CSD (KASVI, Brasil), RPMI 1640 com L-glutamina sem Bicarbonato de
sodio (INLAB/Brasil), sendo os mesmos preparados de acordo com as instrucdes do
fabricante.

5.3.3 Cepas fungicas e preparacao do indculo
A preparagdo do indculo de cada uma das cepas descritas na Tabela 3, foi feita a
partir das coldnias obtidas de culturas das cepas em ASD (KASVI, Brasil), em que foram

suspensas em solugdo de NaCl 0,85% (VETEC Quimica, Rio De Janeiro, Brasil) estéril
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e ajustadas de acordo com o padrdo 0,5 da escala de McFarland, para obter um indculo
de 10° UFC/ML (CLSI, 2020).

Tabela 3. Descricdo das amostras de leveduras (Fiocruz-RJ) usados nos ensaios experimentais

ESPECIE CODIGOS ORIGEM
Candida albicans CFP00107 Pele
Candida albicans CFP00137 Hemocultura
Candida albicans CFP00195 Catéter
Candida albicans CFP00265 Swab oral
Candida albicans CFP00266 Swab oral
Candida albicans CFP00267 Swab oral
Candida albicans CFP00895 Unha
Candida albicans INCQS 72003 Escarro
Candida albicans INCQS 72005 Escarro
Candida albicans INCQS 72006 Urina
Candida albicans INCQS 72007 Escarro
Candida albicans INCQS 72008 Mucosa jugal
Candida albicans INCQS 72010 Escarro
Candida albicans INCQS 72013 Escarro
Candida albicans INCQS 72016 Urina
Candida albicans INCQS 72017 Inguino crural
Candida albicans INCQS 72020 Mucosa oral

Colecéo de Fungos Patogénicos (CFP) e Fungos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CFRVS) quanto a
sua origem patogénica. Fiocruz-RJ.

5.3.4 Determinacgao da Concentracéo Inibitéria Minima - CIM

Para determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) seguiu-se a
metodologia baseada no método de microdiluicdo em caldo, de acordo padronizagdo
sugerida pelo CLSI (2020).

Foram realizadas diluicbes seriadas da 4-Hidroxicumarina obtendo as
concentragdes de 5 mg/mL (méxima); 2,5 mg/mL; 1,25 mg/mL; 0,625mg/mL; 0,3125
mg/mL; 0,1562 mg/mL; 0,078 mg/mL e 0,039 mg/mL (minima), em caldo RPMI 1640
com L-Glutamina sem Bicarbonato de Sédio (INLAB, Brasil), em microplacas de 96
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pocos de fundo chato. Nas colunas de 1 a 12 foram colocados 100 uL do meio RPMI
1640 (INLAB, Brasil); posteriormente, realizadas dilui¢des seriadas transferindo 100 pL
do composto da coluna 1 até a coluna 8, sendo descartado 100 pL do ultimo poco (Figura
7).

Diante das diluicdes realizadas, foram acrescentados 10 uL. do indculos nos pogos
das colunas 1 ao 8. Na coluna 9 e 10 foram colocados 200 uL. do meio RPMI 1640
(INLAB, Brasil) como controle negativo (controle da esterilidade); na coluna 11 e 12,
100 uL. do meio RPMI 1640 (INLAB, Brasil) e realizadas diluicdes seriadas transferindo
100 pL de anfotericina B do primeiro pogo até o Gltimo e com o acréscimo de 10 uL do
inéculo, como controle positivo (controle do antiflngico), bem como a determinacéo na
CIM para ser utilizada em ensaio de sinergismo; continuando, na coluna 9 e 10, nos po¢os
das linha E e F fo1 aliquotado 100 pL do meio RPMI 1640 (INLAB, Brasil) e 10 pL do
indculo para o controle de viabilidade da célula fungica (controle do crescimento). O teste
foi realizado em duplicata e as placas foram preparadas, assepticamente fechadas e
submetidas a incubacdo numa temperatura de 35 £ 2 °C por 24 - 48 horas.

Figura 7. Representacdo esquematica das microdilui¢des da 4 - Hidroxicumarina e Anfotericina B para
a determinacédo da Concentragdo Inibitéria Minima — CIM.
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Seguido este periodo de incubagado, foram adicionados em cada orificio, 30uL de
solucdo de resazurina a 0,01% em solucdo aquosa estéril para analise dos resultados do
crescimento fangico. A utilizacdo desse reagente baseia-se no principio de que produtos

oriundos da respiracdo celular do microrganismo, sofrem uma reagdo de oxi-reducao,
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converte-se em resorufina e com isso a cor da resazurina originalmente azul, passa a rosa,
indicando crescimento microbiano (Figura 8) (LEONG et al., 2017; MONTEIRO et al.,
2012).

Figura 8. Reacdo da oxi-reducéo da Rezasurina.
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Fonte: Araujo et al (2019)

5.3.5 Determinacao da Concentracdo Fungicida Minima - CFM

Ap0s a determinacdo da CIM, foi aliquotado 10 pL da suspensdo das cavidades a
partir daquele poco em que foi observado a completa inibicdo do crescimento fungico
apos a adicdo de resazurina, ou seja, 0 pogo até onde ndo houve alteracdo na cor de azul
para a cor rosa. Sendo assim, foram transferidos para placas contendo o meio Agar
Sabouraud Dextrose (ASD, KASVI, Brasil), através da semeadura em “spot” (SAKITA
et al., 2019), sendo entdo as placas incubadas a 35 = 2 °C por 24 - 48 horas (Figura 9). A
CFM foi determinada como a menor concentracao para inibir o crescimento visivel das
leveduras em meio solido. Logo, para a classificacdo do perfil fungicida ou fungistatico
das concentracgGes da 4-Hidroxicumarina, foi considerado que a relagédo de CIM = CFM
ou CFM =1 a 3 concentragdes acima da CIM, é classificada como fungicida (BALOURI
et al., 2016).

Figura 9. Representacdo esquematica determinagdo da Concentragdo Fungicida Minima — CFM da 4 -

Hidroxicumarina e Anfotericina B pelo método de semeio em “spot”.
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5.4 ASSOCIACAO ENTRE A 4-HIDROXICUMARINA E ANFOTERICINA B -
METODO CHECKERBOARD

Apo6s a definicdo da CIM de cada cepa, frente ao derivado cumarinicos 4 —
Hidroxicumarina e a anfotericina B isoladamente, foram realizadas as combinagdes. O
estudo de associacdo entre as duas substancias foi conduzido utilizando a técnica de
microdiluicdo por Checkerboard proposta por Lorian (2005) com adaptacoes.
Inicialmente, foram preparadas diluicbes da 4 — Hidroxicumarina em concentragoes
diferentes, a fim de se obter a CIM ja previamente estabelecida e suas concentracdes
subinibitorias (CIMx8, CIMx4, CIMx2, CIM, CIM/2, CIM/4, CIM/8), bem como
diluicdes da anfotericina B (CIM/64, CIM/32, CIM/ 16, CIM/8, CIM/4, CIM/2, CIM,
CIMx2, CIMx4 e CIMx8) (Figura 10).

A partir disso, 100 pL meio RPMI 1640 (INLAB, Brasil) foram distribuidos nos
96 pocos da placa de microdiluicdo, e em seguida, iniciou-se a montagem da placa pelo
estabelecimento de controles das substancias nas linhas 1 e H nos sentidos vertical e
horizontal, respectivamente, a fim demonstrar a CIM de ambos os compostos frente as
cepas testadas. Foram admitidos como controles de crescimento, os pogos 1H, 12D e 12E,

e 12A,12B e 12H como controles de esterilidade (controle negativo).

Figura 10. Representacdo esquematica das dilui¢cdes da 4 - Hidroxicumarina e Anfotericina B para

obtencdo das CIM e das concentracoes subinibitorias.
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Logo, feito isso, 50 pL das concentracfes subinibitorias do antifingico foram
adicionados no sentido vertical, iniciando pela linha 11 e finalizando na linha 2, e 50 pL

das concentragdes subinibitdrias do derivado cumarinico foram adicionados no sentido
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horizontal da microplaca, desta maneira as duas subconcentracdes foram testadas em
associacao. Por ultimo, foram acrescentados 10 pL do indculo de 5 cepas selecionadas
entre as 17 espécies de C. albicans testadas na CIM em cada placa correspondente, de
acordo com critérios de patogenicidade entre as cepas e os valores de CIM encontrados,
sendo previamente ajustadas a fim de obter a escala 0,5 de McFarland. As placas foram
incubadas a 37°C em um periodo de 24 - 48 horas, em que seguido isto, foram adicionados
em cada orificio, 30pL de solug@o de resazurina a 0,01% em solucdo aquosa estéril para
analise dos resultados, a fim de observar a presenca ou auséncia do crescimento fangico

e determinar a FICI (Figura 11).

Figura 11. Representagdo esquematica da associacdo entre a 4-Hidroxicumarina e Anfotericina B pelo
Método de Checkerboard.
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5.4.1 Efeito da 4-Hidroxicumarina isolada e associada a Anfotericina B sobre
a cinética de crescimento da C.albicans

O estudo da interferéncia do derivado sintético 4-Hidroxicumarina isolado ou
associado a anfotericina B sobre a viabilidade das cepas fungicas foi realizado através do
método de contagem de células viaveis segundo a metodologia proposta por Peyret et al.
(1990) com modificacdes. O ensaio foi feito a partir dos resultados referentes a etapa
anterior correspondente ao método de Checkerboard, em que foi selecionada a cepa
fangica com maior resultado significativo, sendo esta inoculada em Caldo Sabouraud
Dextrose — CSD (KASVI, Brasil), a 37°C, por 18-24 h e, posteriormente foi retirada uma
amostra deste indculo e subcultivado a 37°C novamente em CSD por 01h, obtendo-se um
inéculo ajustado a 0,5 na escala de McFarland.

A partir disso, com o uso de tubos de hemolise, 1mL das concentragdes
correspondentes a cada diluicdo do composto 4-Hidroxicumarina, da anfotericina B, e a
associagdo entre as substancias selecionadas (CIManfos, CIMaH, CIMcomn € Controle de
Crescimento) foi acrescentado a 9mL do subcultivo microbiano de forma a estabelecer
uma diluicdo de 1:10 e fornecer um indculo inicial de cerca de 10° UFC/mL. Os tubos
foram mantidos na estufa a 37°C, por 24h e aliquotas de 100uL apds o periodo de
incubacdo, foram plaqueadas em placas de Petri. Decorrido o periodo de incubacéo, as
unidades formadoras de col6nias (UFC) foram avaliadas para cada concentragao e tempo
de andlise entre o periodo de 0, 2h, 4h, 6h e 24h (Figura 12). O experimento foi realizado
em duplicata e a curva construida sob forma de grafico, sendo plotado a contagem média

de colonias (log10UFC/mL) em fungdo do tempo (horas).
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Figura 12. Representagdo esquematica da cinética de crescimento da C.albicans
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5.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos ensaios de CIM, CFM e associagéo entre a 4 — Hidroxicumarina
e a anfotericina B foram analisados por meio de estatistica descritiva e inferencial. Para
0 estudo da cinética de crescimento da C.albicans, os dados foram plotados em tabelas e
gréficos, utilizando o Microsoft Excel® versdo 2013, bem como a analise de estatistica
com o uso do programa GraphPad Prism versdo 9.0, através do estudo de variancia (one
way — ANOVA) com o teste de multiplas comparagdes de Dunnett (p<0,05).
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6. RESULTADOS

6.1 DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA - CIM E
DETERMINACAO DA CONCENTRACAO FUNGICIDA — CFM

De modo geral, os resultados referentes aos ensaios da avaliacdo da atividade
antifangica do derivado sintético 4-Hidroxicumarina frente a cepas de Candida albicans,

estdo demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4. Avaliacdo da Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracdo Fungicida
Minima da 4-Hidroxicumarina frente a cepas de C. albicans.

Cepas 4 - Hidroxicumarina Anfotericna B Controks
CIM CFM Natureza de Atvidade CIM **MO *#FEST

CFP00107 1,25 1,25 Fungicida 1 + -
CFP00137 2.5 2.5 Fungicida 2 + -
CFP00195 5 5 Fungicida 4 + -
CFP00265 0,625 2.5 Fungistatica 8 + -
CFP00266 0,625 5 Fungistatica 4 + -
CFP00267 1,25 5 Fungistatica 1 + -

2 CFP00895 0,625 2.5 Fungistatica 4 + -
S INCQS72003 0,625 2.5 Fungistatica 8 + -
= INCQS72005 0,625 1.25 Fungistatica 1 + -
:g_- INCQS72006 2.5 5 Fungistatica 1 + -
g INCQS72007 0,625 1,25 Fungistatica 1 + -
) INCQS72008 0,625 2.5 Fungstatica 2 + -
INCQS72010 1,25 5 Fungistatica 1 + -
INCQS72013 ND ND ND 0,125 + -
INCQS72016 ND ND ND 025 + -
INCQS72017 1725 5 Fungistatica 1 + -
INCQS72020 0,625 2.5 Fungistatica 0,5 + -

**CC, controle de crescimento; ***CE, controle de esterilidade; (+), presenca de crescimento microbiano em todas
as concentrag0es testadas; (-), auséncia de crescimento em todas as concentragdes testadas; ND, acdo ndo detectada.
Fonte: Dados da pesquisa (2022).

O derivado sintético 4-Hidroxicumarina apresentou acéo inibitoria do crescimento
in vitro para a maioria das cepas de C. albicans, 15 das 17 testadas, apresentando valores
das CIMs que variaram de 0,625 mg/mL a 2,5 mg/mL, frente as diferentes cepas da
levedura. Das 15 cepas que tiveram o crescimento inibido, 8 ocorreu na concentracéo
0,625 mg/mL (53%), 4 na concentragéo de 1,25 mg/mL (27%), 2 na concentragdo de 2,5
mg/mL (13%) e uma cepa na concentracdo de 5,0 mg/mL (7%) (Figura 13).
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Figura 13. Concentracéo inibitéria minima (CIM) para o derivado cumarinico 4 — Hidroxicumarina
frente a cepas de C. albicans.

Concentracéo Inibitéria Minima

60% 53%

2 50%

S

S 40%

@ 0

=

2 500

< 20% 13%

o

3 10% (%

o ] 0% 0% 0%
0%

50mg/mL  25mg/mL 1,25mg/mL 0,625mg/mL 0,156mg/mL 0,078mg/mL 0,039mg/mL
Concentracdo da 4-Hidroxiumarina

uCIM

Para avaliar a capacidade de inibicdo completa do crescimento das cepas fangicas e
determinacédo da CIM, os resultados da CFM foram obtidos, de maneira que a atividade
do derivado cumarinico 4-Hidroxicumarina frente as cepas de C. albicans, se mostrou
pouco variavel, visto que dentre as 15 cepas que tiveram o crescimento inibido in vitro,
trés sofreram acdo dessa substancia de forma fungicida sob uma variacdo entre 5,0
mg/mL, 2,5 mg/mL e 1,25 mg/mL e para as demais cepas, 0 composto apresentou carater

fungistatico para 80% das dos microrganismos testados, como mostra a Figura 14.

Figura 14. Concentracdo fungicida minima (CFM) para o derivado cumarinico 4 — Hidroxicumarina
frente a cepas de C. albicans.
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A classificacdo do composto estudado, como fungicida ou fungistatico foi realizada
seguindo os critérios de Balouiri (2016), em que foi determinada pela menor concentracéo
em que ocorreu a inibigdo completa do crescimento fungico no meio solido, sendo
considerada fungicida quando essa inibicdo for CIM = CFM ou CFM = 1 a 3
concentracdes acima da CIM e, fungistatica quando for visualizado crescimento fungico
na CIM e nas suas concentragdes mais altas. Para a maioria das cepas testadas, obteve-se
resultados de caracteristica fungistatica, no qual as leveduras em meio ASD apresentaram
crescimento a partir da sua CIM frente ao composto e/ou concentracfes acima, e as 3
cepas de carater fungicida mostraram acdo de CIM=CFM.

Para validar o ensaio de CIM e CFM, foram realizados controles frente cada cepa
de C. albicans, utilizando a Anfotericina B como controle positivo, bem como a
realizacdo da microdiluicdo em caldo desse antifungico para a determinacdo da CIM
frente a cada estirpe testada. O controle de crescimento da levedura aplicado nos ensaios,
mostrou a viabilidade das cepas, e 0 controle negativo evidenciou a esterilidade do meio
RPMI utilizado como base para o crescimento flngico, demonstrado também na Tabela
4,

6.2 ASSOCIACAO ENTRE A 4-HIDROXICUMARINA E ANFOTERICINA B —
METODO DE CHECKERBOARD.

A combinagdo entre a 4-Hidroxicumarina e a Anfotericina B, pelo método de
Checkerboard foi inicialmente determinada pela selecdo das cepas a serem testadas,
sendo estabelecida pelo critério de origem patogénica das cepas, bem como a sua CIM,
sendo selecionadas 5 cepas dentre as 15 amostras que tiveram o crescimento inibido frente
ao derivado sintético cumarinico (Tabela 5).

Tabela 5. Cepas de C. albicans selecionadas para o estudo de associacéo entre a 4-
Hidroxicumarina e Anfotericina B — Método de Checkerboard.

ESPECIE CODIGOS ORIGEM
Candida albicans CFP00107 Pele
Candida albicans CFP00137 Hemocultura
Candida albicans CFP00195 Catéter
Candida albicans INCQS 72006 Urina
Candida albicans INCQS 72010 Escarro

Colecdo de Fungos Patogénicos (CFP) e Fungos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CFRVS) quanto a sua origem
patogénica. Fiocruz-RJ.
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Diante das cepas testadas, foi possivel observar neste estudo que a 4 —
Hidroxicumarina apresentou efeito inibitério in vitro no crescimento de cepas de C.
albicans quando foi testada tanto isoladamente como em combinagdo com anfotericina
B. Como pode ser observado na Tabela 6, a 4-Hidroxicumarina foi capaz de reduzir pela
metade a CIM da anfotericina B para a cepa de C. albicans (CFP-00107), em relacdo ao
valor observado quando esse antiflngico foi testado isoladamente. Apds a combinacao
com a 4- Hidroxicumarina, a CIM da droga padrdo passou de 1pg/mL para 0,509 pg/mL,
ou seja, uma reducdo em cerca de 50%. Além disso, para a cepa C. albicans (INCQS-
72010) foi visto uma reducdo da CIM da Anfotericina de 1 pg/mL para 0,875 pg/mL,
quando combinada com o derivado cumarinico. De acordo com a interpretacdo do FICI,
a interacgdo entre as drogas foi aditiva para C. albicans CFP-00107 e indiferente paraa C.
albicans (INCQS-72010).

Tabela 6. Determinacéo do indice de Concentrac&o Inibitoria Fracionada (FIC) — Método
Checkerboard

C. albicans

Cepas CIM das drogas associadas FIC FiCl

4-Hidroxicumarina Anfotericina B 4-Hidroxicumarina  Anfotericina B

CFP00107 0,0097 0,5 0,407 0,509 0,917

INCQS72010 0,625 0,25 0,7 0,875 1,575

CIM: Concentrag&o Inibitoria Minima; FIC: Concentragéo Inibitéria Fracionada; FICI: indice de Concentrago Inibitoria

Fracionada. Fonte: Dados da pesquisa (2022)

As demais cepas selecionadas para o ensaio, ndo tiveram o crescimento inibido
diante da metodologia proposta, pois houve crescimento em todas as combinacdes entre
as concentragdes subinibitorias de ambas as substancias utilizadas no teste, sendo assim

sem efeito sinérgico, aditivo, indiferente e antagdnico.

6.3 EFEITO DA 4-HIDROXICUMARINA ISOLADA E ASSOCIADA A
ANFOTERICINA B SOBRE A CINETICA DE CRESCIMENTO DA C.albicans
Nessa etapa experimental, verificou-se o efeito do derivado cumarinico sobre a
cinética de crescimento de C. albicans tanto de forma isolada, como associado ao
antifungico padrdo, avaliando a viabilidade da levedura em diferentes intervalos de

tempo.
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Para esse ensaio, foi selecionada apenas a amostra C. albicans (CFP-00107), tendo
em vista que essa cepa foi a Unica, entre as testadas, que teve o crescimento inibido no
ensaio de associagdo das substancias de forma aditiva. Logo, essa viabilidade foi
determinada através do plagueamento da concentragdo inibitéria minima de forma isolada
para as drogas e nas suas concentracdes subinibitérias em associacdo. Os resultados da
cinética de crescimento foram demostrados de acordo com nimero de logUFC/mL nos
intervalos de tempo de Oh, 2h, 4h, 6h, 24h para as diferentes concentracdes utilizadas

sobre a cepa em estudo, sendo plotados na Figura 15.

Figura 15. Cinética de crescimento da C. albicans CFP00107 diante das concentragfes inibitorias e
subinibitorias combinadas da 4-Hidroxicumarina e Anfotericina B (*p<0,05)
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Conforme mostrado na Figura 15, foi possivel detectar a reducdo no numero de
UFC/mL ao longo dos intervalos de tempo do estudo, em todas as concentragdes testadas,
de forma que a partir do intervalo de 4h, houve a diminuicéo significativa (*p<0,05) do
numero de unidades formadoras de col6nias, em relacdo a intervalos iniciais, sendo no
tempo de 24h constatado uma inibicdo total quando comparado ao grupo controle de
crescimento, no caso das leveduras.

Além disso, verificou-se que no tempo relacionado a 6h, houve uma reducédo
logaritmica consideravel entre 10*°a 10* UFC/mL em relagio a CIM da combinagdo do
4-Hidroxicumarina e Anfotericina B, correspondente ao carater aditivo entre as

substancias.
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7. DISCUSSAO

O produto sintético, 4-Hidroxicumarina, eleito para o presente estudo foi testado
com éxito e os resultados encontrados corroboram em alguns aspectos e divergem em
outros, quando comparados com dados reportados na literatura

A atividade antifungica do composto fendlico sintético 4-Hidroxicumarina sobre
amostras de Candida albicans revelou um valor de CIM (0,625mg/mL) para a maioria
das cepas testadas. Resultado semelhante foi obtido no estudo realizado por Zavrsnik et
al (2008), no qual os pesquisadores avaliaram a atividade antifungica de aldeidos
aromaticos extraidos da 4-Hidroxicumarina frente a uma cepa padrdo de Candida
albicans observando uma concentracdo inibitéria minima de 0,03125mg/mL para a
espécie testada. Para os autores, a possivel explicacdo reside no fato de que a oxigenacao
do anel benzénico contribui para o aumento da atividade antimicrobiana do composto.

Essa ultima informacdo corrobora com o proposto no estudo realizado por Daoubi
e colaboradores (2004), que sintetizaram uma série de derivados cumarinicos e testaram
a diidrofuranocumarinas e diidropiranocumarinas frente a fungos filamentos, os quais
tiveram o crescimento inibido em 79% e 80%, respectivamente, pelos referidos
compostos em uma concentracao de 200 mg/L, e a partir de analises afirmaram que o anel
furano ligado ao nucleo 1,2-benzopirona parece desempenhar um importante papel no
mecanismo de acdo para a inibigdo do crescimento fungico.

A atividade antifingica de derivados cumarinicos com presenca da cadeia alquila
na posicao 8 da sua estrutura basica foi analisada em outro estudo (MONTAGNER et al.,
2007). Os dados sugerem uma relacdo com o aumento do caréater lipofilico da molécula,
que provavelmente, favorece a passagem pela membrana fosfolipidica dos fungos. Em
outros trabalhos em que pesquisadores analisaram a relacéo entre estrutura e atividade de
cumarinas com acdo antiftingica (CESPEDES et al., 2006) os achados apontaram a
ocorréncia de um aumento da atividade em cumarinas 7-O-substituidas quando
comparadas a 7-OH-cumarinas. Similarmente, dados de outras pesquisas mostraram que
cumarinas alquiladas na posicdo 7-OH, com os grupamentos etila por exemplo, s&o cinco
vezes mais ativas frente a espécie dimorfica Sporotrix schenckii (FLORES, 2011)

Pesquisas mostram potencial antimicrobiano diferente quando comparada a acéo de
cumarinas de estrutura mais simples e cumarinas com alteragdo em anel (6,7-
dimetoxicumarina, e 6,7-dimetoxi-4-cumarina) evidenciando que esses compostos
promoveram acao inibitdria do crescimento de leveduras do género Candida (FLORES,
2011), permitindo a correlagdo do grupo hidroxila pertencente ao derivado cumarinico 4-
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Hidroxicumarina, testado em nosso estudo, que mostrou resultados promissores em
relacdo a agdo antifungica, igualmente, para Candida albicans.

Diferentemente da técnica de microdiluicdo em caldo utilizada no presente estudo,
Rehman et al (2013), utilizaram a técnica de disco difusdo para avaliacdo da atividade
antimicrobiana de componentes obtidos a partir da 4-Hidroxicumarina para diferentes
microrganismos, frente a discos embebidos com as concentragdes de 0,5mM das
substancias sintetizadas expostos a diferentes bactérias e a levedura C. albicans. A partir
disso, concluiram que a maioria dos componentes obtidos apresentaram atividade
inibitéria moderada para as bactérias, com resultados mais significativos contra a cepa
fangica, com halos de inibigdo variando entre 20,0 — 30,0 mm, apresentando sensibilidade
aos componentes, quando os valores sdo comparados com os halos referentes ao
antifangico padrdo utilizado como controle positivo.

Em relacdo a determinacédo da concentracao fungicida minima, no presente estudo
foi possivel verificar que os resultados mais expressivos foram correspondentes as
concentrag0es mais elevadas, entre 5 mg/mL a 1,25 mg/mL (Tabela 4). A partir da
compilacdo desses dados € possivel estabelecer uma comparacdo com o estudo realizado
por Siddiqui et al (2011), no qual os autores mostraram que diante de uma série de
derivados de 4-Hidroxicumarina, as substancias testadas frente as cepas de Candida
albicans, apresentaram uma concentracéo inibitoria in vitro, entre uma faixa de 25-100
mg/mL, sendo constatado que as CFMs dos compostos diante das espécies fungicas
testadas sofreu uma variacdo de 2 a 4 vezes mais elevada do que o resultados
correspondente a CIM. Esses dados apresentam coeréncia com 0s encontrados no
presente estudo em que as CFM, em sua maioria, foram maiores que os resultados da
CIM, confirmando que o derivado sintético 4 — Hidroxicumarina tem acdo fugistatica
frente a maior percentual de cepas testadas.

O conhecimento sobre a natureza da atividade de uma determinada substéncia
assume o carater importante no que diz respeito a uma terapia direcionada, principalmente
em pacientes imunodeprimidos, de forma que clinicamente a atividade fungicida de um
composto é mais importante que a fungistatica. No entanto, o uso de substancias de acéo
fungistatica ndo deve ser desconsiderado, uma vez que 0 Seu uso no tratamento de
infeccdes em individuos imunocompetentes, apresenta uma agéo eficaz, sendo a esséncia
do tratamento antimicrobiano direcionada para a toxicidade seletiva, ou seja, inibir ou
matar o microrganismo sem afetar o hospedeiro (MONK; GOFFEAU, 2008; DANTAS
etal., 2017)
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O mecanismo de acdo relacionado ao potencial de inibicdo desse derivado
cumarinico especificamente ainda é pouco elucidado na literatura. Apesar da escassez de
dados, Thati e colaboradores (2007) reportam que esse possivel mecanismo de acao
antiflngica ocorre através da interrupcao da cadeia respiratoria que acarreta na deplecao
do componente ergosterol e, com isso, 0 aumento da permeabilidade da membrana
plasmatica, que direciona a levedura a apoptose.

Além disso, estudos como o de Widodo et al (2012) analisaram através da
Miscrocopia Eletronica de Varredura (MEV) a acdo de uma cumarina isolada da fracdo
acetona do extrato etandlico das folhas de Ageratum conyzoides frente a Candida
albicans, na tentativa de elucidar um possivel mecanismo de acdo partindo da CIM de
0,125 mg/mL. Os autores do estudo acima referido, constataram que ap6s o tratamento
com a cumarina, a maioria das células fungicas nao diferiram em tamanho quando
comparado o controle, porém intracelularmente, foi observado um acumulo de material
membranoso ao redor da superficie da parede celular, o que pode ser causado, de acordo
com 0s mesmos autores, pelo extravasamento de aminoacidos da membrana, bem como
outros contetdos citoplasmaticos. Logo, eles concluiram que essa substancia é capaz
provocar a morte do fungo pela formacdo de poros em sua parede celular, e
consequentemente, 0 aumento de permeabilidade gerar o extravasamento do contetdo
citoplasmatico

Outros dados relatados na literatura reiteram os achados referentes ao uso de
derivados cumarinicos frente aos fungos reconhecidos como patogénicos, como é 0 caso
do género Aspergillus, microrganismo alvo do estudo realizado por Guerra (2016), no
qual foi determinado que a atividade antifingica de 12 derivados cumarinicos sintéticos
com valores de CIMs significativos correspondentes a variacdo entre 1024-16ug/mL.
Além disso, 0 mesmo trabalho verificou que a adi¢do de grupos eletronegativos, como
substituintes do anel benzopirona, favorece a atividade antifingica destes compostos,
sendo os derivados cumarinicos com melhores CIM (16pg/mL), como o ensaiado 7-
hidroxi-6-nitrocumarina e 4-acetoxicumarina foram capazes de favorecer a inibi¢do do o
crescimento micelial e a germinacdo dos conidios desse fungo filamentoso, interferindo
nos seus fatores de viruléncia associados a parede celular.

Diante da crescente resisténcia microbiana evidenciada nas Ultimas décadas, a
busca por novas substancias que se associem a farmacos antimicrobianos convencionais
caminha paralelamente aos estudos que avaliam a identificacdo dos fatores de viruléncia
de leveduras do género Candida (CARNEIRO et al., 2014; PEREIRA, et al., 2018), com
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a pretensdo de estabelecer uma estratégia promissora a fim de aumentar a eficacia dos
agentes antimicrobianos no tratamento de infecgOes por microrganismos multirresistentes
(FONSECA, 2020).

No presente estudo, os isolados clinicos de Candida albicans ndo foram inibidos,
em sua maioria, quando expostos a combinagdo de concentracfes subinibitdrias entre o
composto fenolico sintético 4-Hidroxicumarina e a anfotericina B. Isso permite levantar
algumas hipoéteses; tal observacdo, pode provavelmente estar associado as grandes
variacdes relacionadas com as particularidades fenotipicas e genotipicas de cada estipe
da espécie Candida albicans testada, no qual o perfil de sensibilidade aos antifungicos
pode sofrer influéncia diante da origem do espécime clinico de cada amostra.

Em estudos epidemioldgicos, como o realizado por Althaus et al (2015) que
coletou dados referentes a susceptibilidade de cepas da espécie C.albicans em diferentes
tipos de amostras clinicas, como urina, hemocultura, lavado brénquico e secrecdo de
préteses, foi observado que correlacionando com todos os antifungicos utilizados no
tratamento, os resultados variaram entre os espécimes em sensiveis, dose-dependente, ou
resistentes. Esses dados podem corroborar com o0s apresentados neste estudo pois dentre
as 5 amostras selecionadas para a metodologia de associagdo entre o derivado cumarinico
e a anfotericina B, as que ndo obtiveram resultados inibitérios foram obtidas de sitios de
infeccOes diferentes, como mostrado na Tabela 5.

Além disso, essas variagfes podem ser influenciadas por fatores de viruléncia
expressos pelas diferentes espécies flungicas, sendo isso reportado nos estudos
experimentais realizados por Melo (2018) no qual avaliou os principais fatores de
viruléncia associados em infec¢bes sanguineas ocasionadas pelo género Candida,
demonstrando que espécies de Candida albicans advindas de hemoculturas apresentaram
uma maior capacidade de adesdo a células epiteliais, bem como sua alta producgdo de
enzimas do tipo hemolisinas, quando comparadas a outras espécies de Candida e,
portanto, isso pode interferir na resposta ao tratamento antifungico administrado.

Dentre a 5 amostras selecionadas, obteve-se também resultados de carater aditivo
e indiferente para 2 cepas, diante da combinacdo entre o derivado cumarinico e o
antifangico padrdo, utilizando a metodologia de Checkerboard (Tabela 6). Os achados
referentes aos efeitos de associagao entre a 4-Hidroxicumarina e outros antifungicos ainda
sdo escassos na literatura, havendo entdo uma deficiéncia de dados a respeito dessa

substéncia diante dos resultados do presente estudo.
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No entanto, em trabalhos que utilizaram outros derivados cumarinicos em
associagdo com antifingicos padrdes foram visualizadas acBes de carater aditivo em
cepas fangicas do género Aspergillus, no qual concentracfes subinibitorias de 7-hidroxi-
6-nitrocumarina foram capazes de potencializar a a¢do in vitro dos antifingicos da classe
dos azélicos, com um valor de FICI igual a 0,63. Além disso, 0 mesmo estudo constatou
que outro derivado sintético testado, a 4-acetoxicumarina relevou um indice de FIC maior
que 1,0 diante da sua combinacdo com a anfotericina B frente a todas as cepas de
Aspergillus sp. (GUERRA, 2016).

Por outro lado, em um estudo realizado por Florés (2011) utilizando a combinacao
entre um derivado cumarinico 5-carboxi-6,7-diidroxi-4-metilcumarina e a anfotericina B
revelou efeito sinérgico entre a associacdo das substancias, em que foi observado a
reducdo da CIM para mais da metade do valor obtido para o composto isolado, frente a
cepas do fungo S. schenckii e com isso conclui-se que, a reducdo da concentracdo desse
antifungico padréo traz a tona um cenario vantajoso para o tratamento de infecgdes
fangicas no que diz respeito a sua a toxicidade, uma vez que esse farmaco é conhecido
por sua nefrotoxicidade e desenvolvimento de lesdes histologicas de forma permanente
nos tabulos renais, mesmo perante uma administracdo terapéutica de curta duracdo
(FALCI; PASQUALOTTO, 2015)

Outros estudos envolvendo a associacdo entre a anfotericina B e substancias
bioativas também apontam a grande importancia da busca por uma alternativa de
intervencdo terapéutica que disponha de resultados promissores no desenvolvimento de
protocolos assistenciais, destinados a pacientes criticos em uso de medicamentos
nefrotoxicos, ja que o uso desse antifingico na terapia de fungemias deve ser monitorado
cuidadosamente devido a alta incidéncia de reacbes adversas como nausea, vomitos,
febre, hipertensdo e em casos mais graves, a lesdo renal aguda (ARAUJO, 2019). Isso
pode ser visto também em trabalhos como o de SCHLOTTFELDT et al (2015), que
avaliou a acdo dos flavonoides diante da reducdo da nefrotoxicidade da anfotericina B,
através da combinacdo entre as substancias e a visualizagcdo de forma in vivo, de uma
protecdo antioxidante que refletiu na elevagéo da taxa de filtragdo glomerular, atenuacéo
da disfuncéo tubular e reducdo na liberagdo de metabolitos oxidativos na urina.

No estudo da atividade in vitro da combinacdo de antifungicos, o método de
Checkerboard corresponde a uma técnica mais frequentemente utilizada de acordo com
a literatura, no entanto, a mesma apresenta a limitagdo de fornecer apenas uma medida

relativa da poténcia para a combinacdo e oferece poucos dados sobre a dindmica da
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interacdo antifungica. Diferentemente da metodologia da curva cinética de crescimento
do microrganismo, que avalia a atividade inibitoria medindo o efeito da interacéo
antifungica sobre a taxa e extensdo da inibi¢éo fungica ao longo do tempo, entrando em
desvantagens como o tamanho do indéculo e as dificuldades de interpretacdo dos
resultados, bem como a dedicacdo a metodologia por um tempo extenso e dispendioso
(LEWIS et al., 2002; MUKHERJEE et al., 2005; TEIXEIRA-SANTOS et al., 2012).

No presente estudo, ambas metodologias citadas acima foram utilizadas de forma
conjunta a fim de se complementarem e, principalmente na tentativa de melhor descrever
0 processo de inibicdo fngica provocada tanto pelas CIMs, quanto pela combinacgdo entre
a 4 — Hidroxicumarina e a anfotericina B, especialmente a atividade de efeito aditivo
referente a cepa CFP00107.

Os valores dos FICIs utilizados para definir a natureza da interacdo entre as drogas
pelo método de Checkerboard apresentam diferencas entres as publicacdes, de forma a
tornar complicada a comparacgédo entre os estudos. A maioria dos trabalhos publicados
utilizam a definicdo de efeito sinérgico quando o FICI corresponde a < 0.5, bem como
aditismo com FICI > 0,5 e <1, indiferenca com FICI > 1 e < 4 e antagonismo com FICI
> 4. Entretanto, outros estudos apresentam outras interpretacdes como, por exemplo, Pei
et al. (2009) definiram FICI< 1 como sinérgico, FICI = 1 como aditismo, FICI > 1e <2
indiferente e FICI > 4 como antagonismo. Além disso, Galluci e colaboradores (2009)
consideraram como efeito sinérgico o FICI < 0,75 como aditismo o FICI>0,75e<2¢e
como efeito antagdnico o FICI > 2. Devido as divergéncias entre as pesquisas para
classificar os tipos de interacfes pelo método de Checkeboard, neste estudo adotou-se as
definices mais relatadas pela literatura, descritos por MULYANINGSIH et al., (2010),
assim como CORREA-ROYERO et al (2010), SEGATORE et al (2012), MENEZES
(2014).

De acordo Silva (2014), existe uma concordéncia geral entre os autores para as
defini¢des de sinergismo e antagonismo. No entanto, ainda ha muitas discussdes acerca
dos termos aditismo e indiferente, sendo mencionado na maioria dos trabalhos que a
aditividade é observada quando o resultado de uma combinacéo é igual & soma dos efeitos
de cada droga testada isoladamente, por um lado, em relacdo a indiferenca é constatada
quando a combinacdo das moléculas ndo resulta em efeitos positivos ou negativos
(TEIXEIRA-SANTOS et al., 2012; CHAVARRIA; ESPARZA; POZOS, 2019)

Os resultados da combinagdo da 4-Hidroxicumarina com a anfotericina B ndo

alcancaram os critérios propostos para que a associacdo entre as duas substancias fossem
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consideradas de efeito sinérgico, porém isso ndo exclui a afirmacdo de que nao houve
beneficio em associa-los, visto que houve a inibicdo do crescimento fangico em
concentracOes inferiores tanto para a anfotericina B, quanto para o derivado cumarinico
frente a duas cepas das cinco selecionadas para o teste. Junto a isso, foi possivel reiterar
a esse achado, a completa inibicdo flangica visualizada pela curva de cinética de
crescimento quando se compara a CIM de cada composto e suas combinagdes.

Além disso, essa afirmativa pode ser corroborada por estudos feitos por KLIBBER
(2012) em que, apesar de considerar ideal uma combinacdo que apresenta efeito
sinérgico, a auséncia de sinergismo nem sempre pode significar e anular a presenca de
nenhum beneficio entre as combinac@es de substancias, visto que a associacao entre duas
drogas pode aumentar a taxa de morte microbiana e encurtar a duragdo do tratamento,
assim como permitir que seja utilizado doses mais baixas de cada composto e junto a isso
amenizar a toxicidade das drogas utilizadas de forma individual. Concomitante a isso, a
combinacdo entre medicamentos que possuam atuacdo através de mecanismo de acdo
diferentes podem interferir no processo de diminuicdo da aquisicdo de resisténcia
antimicrobiana (ALVES, 2018)

Em relacdo a cinética de crescimento, a mesma foi conferida em uma etapa
seguinte ao estudo de associacBes das substancias para avaliar a viabilidade fungica
perante as diferentes concentracGes inibitérias e subinibitdrias, sendo essa técnica
considerada, para alguns autores, um método complementar ao Checkerboard, bem como
uma forma mais sensivel para a determinacdo da acdo inibitoria, em que é possivel
observar ao longo de um periodo da intensidade da morte de microrganismos diante de
uma concentracdo fixa de substancias testadas (LEWIS et al., 2000; BARBOSA et al.,
2010).

Desta forma, foi observado neste estudo que a determinacdo da cinética de
crescimento foi interessante para mostrar o efeito fungicida frente a cepa C. albicans
(CFP00107) ao longo do periodo analisado, em que nos tempos iniciais de crescimento a
cepa foi capaz de crescer de forma viavel comparada ao controle de crescimento utilizado,
ou seja, sem adicdo de sustancias interferentes, apenas com a suspensao fangica ajustada,
entretanto, durante os intervalos até o tempo de 24h, sofreu total inibicao.

A anélise estatistica foi capaz de mostrar que o crescimento da cepa foi inibido de
forma significativa (p<0,005) tanto pela CIM correspondente a acdo da 4-
Hidroxicumarina de forma isolada, como pela CIM do antiflgico anfotericina B, a partir
do periodo de 4h, 6h e 24h, no qual crescimento fingico comegou a ser reduzido perante
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a formacdo das suas unidades de colbnias, sofrendo um decaimento em proporcdes
semelhantes durante os tempos analisados.

Atrelado a isso, observou-se que a associagdo entre o derivado cumarinico e o
antifingico padréo potencializou interferéncia na cinética de crescimento das leveduras
pelos dois compostos atraves de um carater aditivo e fungicida, como elucidado pelo
Checkerboard, de forma que a partir do tempo de 6h, a combinag&o foi capaz de reduzir
o crescimento fingico em uma diferenca na escala logaritmica em cerca de 10%°a 10*
UFC/mL quando comparado com a acéo isolada de cada composto.

O somatorio desses dados pode ser comparado a um estudo recente realizado por
COSTA et al., (2020) em que os autores observaram a partir do uso de um derivado
sintético funanico, que leveduras do género Candida sofreram reducdo significativa em
sua cinética de crescimento nos tempos 4h, 8h e 24h pelo efeito de substancias nos
referidos tempos e nas concentracdes testadas, de maneira semelhante ao antifungico
Anfotericina B. Assim, o estudo da cinética de crescimento é capaz de elucidar, em um
carater mais visual e dindmico, a acdo antimicrobiana frente as cepas analisadas, sendo
necessario, de acordo com consideracdes a respeito da técnica feita por Keele et al (2001),
uma correlacdo com estudos em um sistema in vivo, visto que as concentraces das
substancias sdo estaticas, diante da determinacdo de uma curva de crescimento, ndo
sofrendo o processo de absorcdo e interagdes dos farmacos com componentes proteicos
do individuo, sendo necessario a constante associacdo entre estudos antimicrobianos in
vitro com ensaios de interac@es celulares em modelos in vivo.

Por fim, a atividade antimicrobiana do derivado sintético 4-Hidroxicumarina
avaliada no presente estudo foi demonstrada com éxito, mostrando um potencial anti-
Candida significativo e promissor, tendo em vista os resultados conclusivos que
revelaram parametros de susceptibilidade da C. albicans a substancia, tanto isoladamente
como em associacdo com um antifangico de uso tradicional. Nesse sentido, o presente
estudo pode auxiliar direcionamento na busca por novas estratégias no que se refere a

terapéutica antifingica.
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8. CONCLUSAO

» O derivado fendlico sintético 4-Hidroxicumarina apresentou atividade antifungica
significativa frente a isolados de leveduras da espécie de Candida albicans;

= A maioria dos valores de CIM determinada sofreu variacdo, sendo a natureza da
atividade referente a inibicdo promovida pela 4-Hidroxicumarina de carater
fungistatica em sua maioria, com CFM variando entre concentracdes mais elevadas
qguando comparadas a CIM,;

= A avaliacdo da associacao entre 4-Hidroxicumarina e a anfotericina B pelo método de
Checkerboard demonstrou que a maioria das cepas ndo tiveram o crescimento inibido
pela combinacéo de concentragdes subinibitorias dessas substancias;

» Entre as amostras de C. albicans selecionadas, foi possivel classificar a atividade da
associacdo entre o derivado sintético e o antifungico padrdo, em um tipo de interacéo
de efeito indiferente e aditivo;

» A atividade aditiva atrelada a cinética de crescimento da C.albicans potencializou de
forma significativa a agdo antimicrobiana desses compostos, reduzindo a viabilidade

das leveduras de forma fungicida;

Ademais, como forma de perspectivas futuras, os dados sugerem a unido de outros
estudos relacionados a toxicidade, em sua maioria ja desenvolvidos por outros grupos de
pesquisa em que a substdncia foi gentilmente cedida, como forma de gerar uma

compilacdo de informac6es a respeito do potencial bioldgico da 4-Hidroxicumarina.
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