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1 INTRODUCAO

As infec¢cdes humanas por Candida spp endégena (da microbiota normal)
estdo relacionadas a fatores determinantes, que afetem a microbiota normal, o
sistema imune do hospedeiro ou exacerbe a viruléncias, podendo ser inclusive
fisiologicos como a gravidez e suas alteracdes hormonais ou a idade avancada,
entretanto freqlentemente estad associada a deficiéncias imunes patoldégicas como a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (NEVILLE et. al, 2004).

A resisténcia microbiana tem impulsionado a pesquisa por novos
farmacos e maneiras de coibir infecgcbes microbianas. O controle dos fatores de
viruléncia microbianos surge como opg¢do para evitar o desenvolvimento da
resisténcia, dentre os fatores de viruléncia da C. albicans observa-se a producéo de
exoenzimas fosfolipases e proteinases.

As proteinases sao enzimas hidroliticas capazes de degradar substratos
como albumina, imunoglobulinas e proteinas da derme como o colageno, ja a
fosfolipase exerce papel na destruicdo da membrana da célula alvo pela hidrélise
dos fosfolipideos, podendo ser considerada um dos fatores de viruléncia mais
importantes, pois permite a aderéncia ao tecido lesado e facilita a invaséo da célula,
sendo que cepas do género Candida com menores atividades enzimaticas sao
potencialmente menos virulentas. (KADIR et al, 2007; LYON et al, 2006; PINTO et
al, 2008; WILLIS et al, 2001)

As hidrazonas sdo uma familia de substancias quimicas bioativas
derivados de aldeidos ou cetonas, sendo estes precursores encontrados em
diversas plantas, como podemos citar o exemplo da Cassia spectabilis (“cassia”) e
Tabebuia avellanedae (“Ipé Roxo”) de intercorréncia frequente na literatura quimica
e médica (VIEGAS Jr. et al.,, 2009; FERREIRA et al., 2010).As hidrazonas,
apresentaram recentemente a identificacdo de efeito fungicida em estudo realizado
com metodologias de Concentracdo Inibitéria Minima (DUVAL et al., 2011), abrindo
um leque de novas oportunidades de pesquisa dentro desta familia de substancias .

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a reducdo da producédo de
Fosfolipase e Proteinase de dez isolados de C. albicans quando expostos a uma
hidrazona (4-(2-fluorfenilhidrazona)-7-cloroquinolina).

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Para determinacdo do efeito inibitério da 4-(2-fluorfenilhidrazona)-7-
cloroquinolina (Agente Inibitério — Al) sobre a producéo de exoenzimas dos isolados
de C. albicans foi adotada a metodologia proposta por Kadir et al. (2007).
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Inicialmente foram reativadas amostras cedidas pelo laboratorio de
microbiologia oral 24h antes do ensaio, incubada em estufa a 37°C em placas de
petri contendo agar Saboraud Dextrose e Cloranfenicol a 0,1%.

ApoOs a reativacao as amostras foram diluidas em tampéao fosfato salino a
1% (PBS) de acordo com o valor de 0,5 da escala nefelométrica de McFarland, para
posteriormente serem expostas a uma solucdo do Al) em concentragdes variadas,
de 6,4 a 25 ug/ml, e entdo incubadas por 30min a 37°C.

ApOs a incubacdo a suspensdo de microrganismo e agente foi submetida
a processo de lavagem e centrifugacéo, sendo inicialmente centrifugada por 10min a
3000rpm, retirado o sobrenadante e adicionado 2ml de PBS, repetindo-se o
processo duas vezes. Para entdo por fim adicionar-se uma gota de 20 ul a placas de
petri contendo meios especiais para determinacdo de atividade enzimatica de
fosfolipase e proteinase, consistindo o primeiro em &gar Saboraud Dextrose
modificado por cloreto de célcio, cloreto de sédio e gema de ovo, e 0 segundo em
agar base acrescido de glicose base nitrogenada de levedura e aloumina bovina.

Sendo a atividade enzimatica determinada pela razdo entre o tamanho da
colénia e o tamanho do halo formado, denominada Zona de Precipitacao (Pz), esta
foi determinada pela comparacdo entre a Pz das diferentes concentracdes e do
controle, o qual consistiu em cepas sem o tratamento.

Os dados foram tabulados no programa Microsoft Excel 2011 e a analise
estatistica foi realizada nos Programas SPSS 11.0 por teste de regresséo linear.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados colhidos e andlise estatistica foi possivel
identificar efeito dose-resposta na relacdo entre a concentracdo da hidrazona e a
producdo enzimatica de C. albicans, sendo observado efeito proximo da inibicdo
total de fosfolipases na concentracdo de 25 pg/ml (Fig. 1), e reducdo de mais de
50% da producao de proteinases (Fig. 2).
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Figura 1- Curva dose resposta para inibicdo da producéo de fosfolipase extracelular por
C. albicans expostas a uma hidrazona (R°=0,79. P<0,05)



¥X CONGRESSO DE WICIAGAD CIENTIFICA
11 MOSTRA CIENTIFICA

UFPEL

L4

_ =
1

03 .
025

m
& 02 ﬁ -~ 1

0,15 B Previstola) P

0.1
0,0%

Q
i1 0 20 0
Concentragio (pg/mil)

'Figura 2—Curva dose resposta para inibi¢cdo da producgéo de proteinase extracelular por
C. albicans expostas a uma hidrazona. (R°=0,97. P<0,05)

A literatura atual suporta a busca por acdes especificas dos farmacos
antifingicos pesquisados, sugerindo alteracdo do foco da pesquisa de novos
agentes antifungicos para ao invés de matar o microorganismo inibir seus fatores de
viruléncia, reduzindo a possibilidade do desenvolvimento de resisténcia pelos
microrganismos, e descreve metodologias para identificacdo desses fatores e
inibicdo dos mesmos com doses baixas de antimicrobianos ja utilizados. (BARROS
etal., 2008; KADIR et al., 2007)

Entretanto pondera-se que um dos fatores de viruléncia mais dificeis de
modular seja a producdo de exoenzimas, efeito que drogas comerciais
estandardizadas em baixas concentracbes se mostraram pouco eficientes, fator
provavelmente relacionado a facilidade de adaptacéo desse fator de viruléncia por
parte do microrganismo (CALAMARI et al., 2011), mas em contraponto, a substancia
testada in vitro no presente estudo apresentou resultados estatisticamente
significantes na inibicdo de tal aspecto de viruléncia, indicando a possibilidade de um
novo grupo de farmacos com acgao especifica, para o controle de afeccdes por C.
albicans.

4 CONCLUSAO

Conclui-se que a hidrazona apresentou resultado eficaz na inibicdo da
producdo de exoenzimas em isolados de C. albicans, apontando para novas
diretrizes na pesquisa por novos candidatos a farmacos antifungicos, possibilitando
a abertura de um leque de possibilidades para futuras pesquisas envolvendo todo o
grupo de compostos da familia das hidrazonas e seus derivados.
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