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1 INTRODUGCAO

A patogenicidade de leveduras do género Candida esta relacionada ao
desequilibrio entre o hospedeiro e a levedura oportunista, assim como esta
associada a expressdo dos fatores de viruléncia do fungo, como, por exemplo:
adeséao, aderéncia, formacao de biofilme e producdo de exoenzimas (LUND et al.,
2010; DUVAL et al., 2011).

As exoenzimas mais importantes produzidas por espécies do género Candida
sdo a fosfolipase (Ffp) e a proteinase (Pt). A primeira classe de enzimas esta
associada a degradacdo do substrato para invasao das leveduras aos tecidos do
hospedeiro, e a segunda por sua vez é responsavel pela quebra da adeséo
intercelular e age como facilitadora da penetragéo tecidual.

As hidrazonas sdo um grupo de compostos organicos intermediarios para a
sintese de iniUmeros compostos quimicos, incluindo as biologicamente valiosas
tiazolidinonas. As hidrazonas ja foram relatadas como potenciais antimalaricos, e
recentemente foi publicado seu efeito antifungico in vitro sobre cepas de Candida
spp. e Rhodotorula spp.(DUVAL et al., 2011).

A literatura atual suporta a busca por acbes especificas dos farmacos
antifingicos, sugerindo alteracdo do foco da pesquisa de novos agentes antifingicos
para a inibicAo de fatores de viruléncia, assim como vem apresentando
recentemente metodologias para identificacdo desses fatores e inibicdo dos mesmos
com doses baixas de antimicrobianos ja utilizados (TAWEECHAISUPAPONG et al.,
2006; KADIR et al., 2007; BARROS et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi determinar a acdo de compostos pertencentes a
familia das hidrazonas sobre a producéo de fosfolipase e proteinase por C. albicans,
bem como a citotoxidade desses compostos.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Os ensaios de avaliagdo antienzimatica foram realizados de acordo com o
preconizado por Kadir et al. (2007). Quinze hidrazonas foram testadas em diferentes
concentracdes, variando de 12,5 a 100 pug/ml, frente a oito cepas de C. albicans,
obtidas de isolados clinicos de pacientes com estomatite protética, e armazenadas
na micoteca do Laboratério de Microbiologia Oral da UFPel.

Inicialmente as cepas foram reativadas incubadas a 37°C por 24h em agar
Saboraud Dextrose com cloranfenicol (0,1%), para entdo posteriormente serem
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suspensas em 2 ml de PBS (tampao fosfato salino) até igualar a escala optométrica
de MacFarland 0,5.Cada concentracdo testada dos produtos foi diluida a 1% em
PBS e, em seguida inoculadas com as cepas e incubadas por 30 minutos a 37°C.
Logo apos, os tubos contendo as cepas tratadas, foram centrifugados para
decantacado das células fungicas, e na sequéncia, o sobrenadante com o produto foi
removido, restando apenas o pellet, o qual foi lavado com PBS. Este processo foi
repetido duas vezes. Finalmente, apds a ultima lavagem, as suspensfes das
colénias de leveduras testadas, foram plaqueadas em &gar fosfolipase (agar
saboraud 65g, NaCl 57,3g, CaCl 0,55g e gema de ovo 40g em 1000L) e agar
proteinase (agar base 20g, glicose 20g, base de levedura nitrogenada 1,45g,
albumina bovina sérica 2g) e incubadas a 37°C por 96he 72h, respectivamente.

A producéo enzimética foi mensurada pela razéo entre o diametro da col6nia e
o do halo de precipitacdo do substrato formado ao redor dessas, resultando no valor
da zona de precipitagdo (Pz), os resultados foram comparados ao Pz do controle
(cepa sem tratamento), para determinacéo da porcentagem de inibicdo enzimética.

Para avaliacdo de citotoxidade (CT) foi utilizado o método colorimétrico,
incialmente fibroblastos de camundongo (NIH/3T3) congelados foram reativados por
48 horas a 37°C e 5% de CO, em meio de cultura DMEM com 10% de soro fetal
bovino (SFB), 2% de I|-glutamina, penicilina (100 Ul/ml) e estreptomicina (100mg/ml)
até a obtencdo de uma camada homogénea de células. As células foram suspensas
com o uso de tripsina 0,125%, posteriormente neutralizada com SFB, adicionadas a
um novo frasco de cultivo e novamente incubadas a 37°C e 5% de CO,. Apés o
crescimento, as células foram suspensas e distribuidas em placas de 96 pocos, na
concentracdo de 2x10* células/ml, e expostas & concentracdes de 6,75, 12,5, 25, 50
e 100 pg/ml dos produtos testados. Apés incubacdo por 24 e 48h, o agente foi
lavado com PBS estéril e a células foram expostas ao reagente 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-yl)-2,5-difeniltetrazolio brometo (MTT), a 5mg/ml de DMEM, e incubadas por 5h,
apos este periodo o corante MTT foi removido e os cristais de formazan foram
extraidos das mitocéndrias com o uso de Dimetilsulféxido (DMSO), para a leitura da
absorbancia em espectrofotometro. Todos os testes foram realizados em triplicata, e
para citotoxidade o DMSO puro foi utilizado como controle.

As substancias quimicas foram obtidas no Laboratério de Quimica Aplicada a
Bioativos (LAQUuIiABIio) da UFPel de acordo com a metodologia publicada
recentemente pelo grupo de pesquisa do Prof. Wilson Cunico. (DUVAL et al., 2011)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliadas 15 hidrazonas, com a mesma estrutura basica variando a
posicdo e o tipo de substituinte ligado ao anel benzénico (Fig. 1). Dos compostos
testados, foi possivel observar que cinco apresentaram uma expressiva repressao
enzimatica para Pt e Ffp. Foram testadas concentracdes sub antifingicas, obtidas a
partir de dados da literatura (DUVAL et al.,, 2011), e para 0s compostos que
apresentaram melhor efeito observou-se inibicdo de exoenzimas acima de 40% para
Ffp e acima de 20% para Pt. O composto mais efetivo foi aquele que teve como
radical o flior na segunda posicao, inibido 74% de Ffp e 23% de Pt na concentragcéo
de 25pg/ml (Tab. 1).
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Figural. Estrutura geral das hidrazonas

Todos os compostos testados possuem a mesma estrutura base, entretanto os
efeitos na repressao enzimatica foram dispares o que pode indicar uma dependéncia
da associacdo entre a estrutura base e o substituinte, para o efeito desejado. Ainda
assim, ndo foi possivel racionalizar uma relacdo entre a estrutura e a atividade das
hidrazonas testadas.

A producdo de exoenzimas é considerada um dos fatores de viruléncia de
inibicdo mais dificil (CALAMARI et al., 2011), e no presente estudo sua inibicdo
atingiu padrdes elevados pelos novos compostos testados. Atualmente a busca por
novos farmacos antimicrobianos tem mudado o foco, buscando ndo mais compostos
qgue levem a morte celular do microorganismo, mas que ajam inibindo sua viruléncia
e favorecendo o sistema imune do hospedeiro, visando evitar o desenvolvimento de
resisténcia aos antimicrobianos. (KADIR et al., 2007; BARROS et al., 2008).

Com relacdo a CT (Tab. 2), observou-se que o0s compostos testados
apresentaram viabilidade celular inferior a 50% do controle nas suas concentragbes
mais altas, entretanto nas concentracdes que apresentaram atividade antienzimatica
0S compostos com substituinte 4-CHsz e 3-NO, apresentaram viabilidade celular de
79% e 53% respectivamente. J& 0 composto 2-F, em contraponto ao seu excelente
desempenho como repressor enzimatico apresentou viabilidade celular de 10% na
concentracdo de 25 pg/ml, No entanto, na concentragcéao de 12,5 pug/ml a viabilidade
celular elevou-se para 65% em 24h, e a repressdo enzimatica caiu para 71% em
relacdo a Ffp e 12% em relacdo a Pt (DUVAL et al., 2011). A concentracado mais alta
do produto que mantém viabilidade celular acima de 50% é utilizada como referéncia
para o efeito citotoxico, no caso dos compostos testados o composto 4-CHgz
apresentou viabilidade celular acima de 50% em uma concentragéo 4 vezes maior
que aquela efetiva para repressédo enzimatica (DUVAL et al., 2011; UBOLDI et al,

$gt:)l-ezlg.l. Concentracfes e compostos mais efetivos na nibicdo de exoenzimas de C. albicans

Subst. Conc.  pzFfpcontrole Pz Ffpteste INibic&0 Ffp pz ptcontrole Pz ptteste  InibicaoPt

(Hg/mI)[uM] (%) (%)

2-F 25[83] 0,55+0,04 0,88 +0,06 74 0,15+0,02 0,38+0,09 23

3-CN 50[163] 0,51+0,06  0,71+0,08 42 0,2+0,04 0,38+0,26 23

3-OCH;  50[160] 0,56x0,13  0,73+0,17 45 0,48 +0,82 0,24 +0,05 24

3-NO,  50[153] 0,62+0,111 0,78 +0,08 42 0,15+0,03 0,26 + 0,08 12

4-CH, 25[85] 0,66+0,11 0,75+ 0,07 26 0,14 +0,04 0,38+0,09 20

Tabela 2. Percentual de viabilidade celular apés 48h de exposi¢do aos compostos quimicos testados.

Radical Concentragdes (ug/ml)
6,25 12,5 25 50
2-NO, 31,0+2,8 32,7+0,5 17,4+0,8 12,6x£2,0
2-Cl 86,7+7,7 31,8+3,6 45,2453 23,818,6

3-F 78,2+11,5 53,045,8 26,8+4,5 5,5+1,3
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4-F 65,2+5,6 59,3+0,5 29,2+2,3 25,5+£3,6
3-OH 72,0£1,8 50,0+1,9 41,4+6,2 35,2+2,8
2-CN 47,149,2 49,045,4 33,6+4,3 35,7£5,4
4-CN 181,8+11,4 72,0£2,9 43,0+4,2 23,3+2,0

2-OCHg; 68,6+£14,4 36,5+9,0 20,9+5,1 9,5+3,3

3-OCHs; 48,0+10,0 19,0+0,4 10,4+3,7 3,3+0,7

4-OCHjs 107,0+17,8 75,1+10,6 53,3+x10,1 34,7£12,5
2-OH 217,4+31,3 166,7+5,1 77,2+23,5 27,3+3,8

4 CONCLUSOES

Com base nos resultados conclui-se que:

1) A familia de produtos testada apresenta atividade de repressao
enzimatica sobre C. albicans, independente do substituinte vinculado a hidrazona;

2) Os produtos testados apresentaram citotoxidade baixa nas concentracoes
de repressdo enzimatica significativa.
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