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RESUMO

As infecgdes causadas por leveduras do género Candida sao denominadas
candidiase e sao consideradas doencas oportunisticas com caracteristicas
superficiais e sistémicas. Espécies de Candida podem desenvolver mecanismos de
defesa aos principais antifungicos disponiveis para uso clinico contra infecgdes,
dificultando e limitando o tratamento. Produtos naturais podem ser fonte de
compostos bioativos contra doengas infecciosas, como por exemplo a planta
Curcuma longa Linn ou agafrao como € popularmente conhecida que apresenta em
sua constituicdo o composto curcumina. Esse vegetal é utilizado em grande escala
pela populacdo como condimento alimentar e como medicamento natural contra
doencas inflamatérias e doengas infecciosas. Os compostos sintetizados
laboratorialmente tém sido de interesse em biotecnologia médica, entre esses, os
derivados hidrazonas estdo associados com atividade antimicrobiana incluindo
antifungica, antioxidante, antiparasitaria, anticonvulsiva, analgésica, anti-inflamatoria
e antitumoral. Os objetivos deste trabalho foram determinar a concentracéo inibitoria
minima (CIM) e a concentragao fungicida minima (CFM) dos compostos curcumina e
N-acilhidrazona, e ainda verificar a curva de morte de Candida, quantificar o
ergosterol e avaliar a hemdlise de hemacias apds agdo de ambos compostos. Foram
utilizados 20 isolados Candida spp. no teste de microdiluicdo em caldo para
avaliacdo da CIM e CFM dos compostos. A curva de morte e doseamento de
ergosterol foram verificados apods tratamento de C. albicans ATCC 28367 com os
compostos. Para avaliacdo da citotoxicidade destes compostos utilizou-se hemacias
de carneiro. O composto curcumina apresentou valores de CIM entre 16 e 256
pug/mL e CFM entre 128 a valores maiores que 512 pg/mL. Para o derivado N-
acilhidrazona os valores de CIM variaram de 2 a 128 yg/mL e a variagao de CFM foi
entre 256 a valores maiores que 512 pg/mL. Os compostos mostraram agéo
fungistatica sobre a cinética de crescimento de Candida ao longo de 48 horas. O
doseamento de ergosterol apos contato com os agentes na CIM de 64 pg/mL da
curcumina e 16 pg/mL de N-acilhidrazona mostrou-se reduzido em 29,56 e 53,57 %,
respectivamente. Os compostos apresentaram atividade hemolitica em
concentragbes a partir de 512 pyg/mL. Os resultados observados neste trabalho
evidenciam que curcumina e o derivado N-acilhidrazona apresentam propriedades
antifungicas promissoras.
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ABSTRACT

Infections caused by yeasts of the genus Candida are called candidiasis and are
considered opportunistic diseases with characteristics ranging from superficial to
disseminate. Candida species may develop defense mechanisms to the major
antifungal agents available for clinical use against infections, making it difficult and
limiting treatment. Natural products can be a source of bioactive compounds against
infectious diseases, such as the Curcuma longa Linn or saffron plant as it is popularly
known that it has the compound curcumin. This vegetable is used in large scale by
the population as food condiment and as natural medicine against inflammatory
diseases and infectious diseases. Laboratory-synthesized compounds have been to
interest in medical biotechnology, among which the hydrazone derivatives are
associated with antimicrobial including antifungal, antioxidant, antiparasitic,
anticonvulsive, analgesic, anti-inflammatory and antitumor activity. The objectives
were to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
fungicidal concentration (MFC) of curcumin and n-acylhydrazone compounds, and
also to verify the time-kill curve of Candida, to quantify ergosterol and to evaluate
hemolysis of red blood cells after action of both compounds. Twenty isolates Candida
spp. in the broth microdilution test for evaluation of the MIC and MFC of the
compounds. The time-kill curve and ergosterol assay were checked after treatment of
C. albicans ATCC 28367 with the compounds. To evaluate the cytotoxicity of these
compounds sheep red blood cells were used. The compound curcumin showed MIC
values between 16 and 256 pg/mL and MFC between 128 and values greater than
512 pg/mL. For the n-acylhydrazone derivative the MIC values ranged from 2 to 128
pMg/mL and the MFC variation ranged from 256 to values greater than 512 ug/mL. The
compounds showed fungistatic action on the growth kinetics of Candida over 48
hours. The determination of ergosterol after contact with the agents in MIC of 64
pMg/mL of curcumin and 16 pg/mL of n-acylhydrazone was reduced by 29.56 and
53.57%, respectively. The compounds showed hemolytic activity at concentrations of
512 yg/mL. The results observed in this work show that the curcumin and the n-
acylhydrazone derivative have promising antifungal properties.
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1 INTRODUGAO/ REVISAO DA LITERATURA

1.1 Aspectos gerais

As infecgdes fungicas vém aumentando gradativamente nos ultimos 30 anos,
tornando-se um relevante problema de saude publica (Lass-Florl 2009). Muitas
dessas infecgdes sao responsaveis por elevadas taxas de morbidade e mortalidade,
entre pacientes que apresentam comprometimento imunoldgico (Pinto et al. 2009;
Pfaller & Diekema 2010; Bitar et al. 2014). As micoses causadas por leveduras do
género Candida sdo de extrema importancia clinica e estdo entre aquelas que
apresentam maior incidéncia (Silva et al. 2012). Esse género € objeto de estudo em
varios paises, incluindo o Brasil (Pongsiriwet et al. 2004; Passos et al. 2007; Wang
et al. 2009; Costa et al. 2010; Nucci 2010; Fraisse et al. 2011; Ataides et al. 2012;
Sardi et al. 2013). O aumento da resisténcia dos microrganismos contra agentes
antimicrobianos € uma das maiores preocupacodes entre cientistas e médicos, pois o
arsenal de farmacos antifungicos disponiveis para tratamento apresenta limitagdes,
sendo necessario desenvolver novas terapias antifungicas que apresentem eficacia
e baixo custo (Orhan et al. 2010; Bostrom et al. 2012; Aneja et al. 2016).

1.2 Candida spp. e Candidiase

Espécies do género Candida sao microrganismos comensais, que fazem
parte da microbiota de pessoas higidas. Essas leveduras colonizam com alta
frequéncia o hospedeiro humano, sendo que cerca de 20 a 80% da populagao adulta
saudavel apresenta colonizagdo do trato grastrointestinal. A colonizagdo da mucosa
bucal ocorre entre 20 a 40% das pessoas e entre as mulheres a colonizagdo por
Candida na regido vaginal ocorre entre 20 a 30% (Soll 2002; Barbedo & Sgarbi
2010). Entretanto, existem alguns fatores que podem interferir na relagdo entre o
microrganismo e o hospedeiro determinando a transicdo de leveduras comensais
para patogénicas (Colombo et al. 2013; Gulati & Nobile 2016).

As infecgbes causadas por Candida sdao denominadas candidiase ou
candidose, sendo consideradas doengas oportunisticas com caracteristicas clinicas
que variam desde superficiais até invasivas e podem ocorrer com evolugdo aguda
ou cronica (Barbedo & Sgarbi 2010; Sardi et al. 2013). As manifestagdes clinicas

gue acometem a pele e as mucosas tendem a ser mais brandas, porém acontecem
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com alta frequéncia, prejudicando a qualidade de vida das pessoas, ao passo que as
manifestagdes da candidiase vulvovaginal aparecem em aproximadamente 75% das
mulheres em idade reprodutiva (Hofs et al. 2016). A forma mais grave da doencga é
denominada candidemia, esse quadro de candidiase € estabelecido devido a
capacidade de disseminagdo do fungo através da corrente sanguinea para
diferentes sitios anatbmicos como pulmao, rins, coragédo e figado, caracterizando
uma infeccado sistémica, esse quadro clinico ocorre principalmente em pacientes
imunodebilitados (Lin et al. 2012; Gulati & Nobile 2016; McCarty & Pappas 2016). As
leveduras do género Candida estdo entre os principais agentes etiologicos de
infecgbes fungicas invasivas, as quais sdo responsaveis por elevados indices de
mortalidade e morbidade em todo o mundo (Pfaller & Diekema 2007; Lass-Florl
2009; Khan et al. 2010; Arendrup 2013; Bitar et al. 2014).

Candida albicans é a espécie predominantemente relacionada aos quadros
clinicos de candidiase tanto superficiais quanto invasivos (Kumar et al. 2009). A
frequéncia de isolamento dessa espécie nos casos de infecgdes hematogénicas é
de aproximadamente 40% em paises da América Latina e de até 70% em alguns
paises da Europa (Pfaller & Diekema 2007; Silva et al. 2012). Embora C. albicans
seja a mais comum, espécies nao-albicans como: Candida tropicalis, Candida
glabrata e Candida parapsilosis tém emergido como patégenos clinicamente
importantes (Spolidorio et al. 2009; Barbedo & Sgarbi 2010; Silva et al. 2012;
Colombo et al. 2013; Ishida et al. 2013; Quindos 2014; Sariguzel et al. 2015; Aneja
et al. 2016).

C. tropicalis encontra-se entre as espécies mais isoladas de pacientes com
cancer, neutropenia e em uso de antibidticos a longo prazo, além de estar
relacionada comumente a infecgbes do sangue e do trato urinario (Nuci & Colombo
2007; Negri et al. 2012; Jiang et al. 2013). As infecgbes causadas por C. parapsilosis
aumentaram significativamente em neonatos, em pacientes transplantados e
naqueles que recebem nutricdo parenteral (Trofa et al. 2008). Essa espécie tem sido
isolada com frequéncia das mé&os de profissionais da saude (Pfaller & Diekema
2007) e, além disso, foi a mais prevalente causando candidiase ungueal nos casos
diagnosticados em um estudo realizado por Ataides et al. (2012). C. glabrata esta
entre as principais espécies isoladas de infecgbes hematogénicas nos Estados
Unidos, com frequéncia em torno de 20 a 25% dos casos (Periroth et al. 2007;

Pfaller & Diekema 2007; Mccarty & Pappas 2016). Essa espécie associa-se a severa
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gravidade principalmente em casos de transplantados de medula o6ssea que
apresentam complicagdes do quadro infeccioso (Barbedo & Sgarbi 2010). No Brasil
e em paises da América Latina, as espécies C. tropicalis e C. parapsilosis em
conjunto ocupam a segunda posi¢céo quanto a frequéncia de isolamento de agentes
de candidiase (Nucci & Colombo 2007; Pfaller & Diekema 2007). Estudos
epidemioldgicos publicados entre os anos de 2000 e 2010 em diferentes paises
mostrando a porcentagem de ocorréncia dessas espécies em casos de candidiase
oral, candiduria e candidemia podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1. Levantamento de estudos epidemioldgicos referentes a casos de candidiase da
mucosa oral, candiduria e candidemia.

Candidiase Referéncias Regido/ Pais Numero C.albicans C.tropicalis C.parapsilosis  C.glabrata
de
isolados (%) (%) (%) (%)
Candidiase Gonzales Gravina et Venezuela 43 42.3 12.8 14.9 21
oral al. (2007)
Martins et al. (2010 Portugal 53 79 4.8 6.5 4.8
a,b)
Luque et al. (2009) Argentina - 60.7 4.5 - 5.6
Candiduria Kauffman et al. (2000) EUA 530 51.8 7.9 4.1 15.6
Kobayashi et al. Brasil 45 35.5 223 111 8.8
(2004)
Passos et al. (2005) Brasil 68 69.1 29 5.8 7.4
Binelli et al. (2006) Brasil 23 52 43.5 - 17.3
Chen et al. (2008) Australia 65 85.2 - 4.4 27.8
Alvarez-Lerma et al. Espanha 389 68.4 36 0.5 8.2
(2003)
Dorko et al. (2002) Eslovaquia 94 61.7 6.3 24.5 -
Candidemia Chakrabarti et al. India - 26.3 - - 10.5
(2009)
Colombo et al. (2007) Brasil 282 38 48 23 9
Bassetti et al. (2006) Italia 182 40 9 23 15
Miranda et al. (2009) Brasil - 42 33 16 2
Tortorano et al. (2006)  Europa 473 53 7 14 14
Trick et al. (2002) EUA - 59 10 11 12
Europa/ 1239 50 9.8 17.4 17.4
Asia/
Pfaller et al. (2010) América

Fonte: Silva et al. (2012).

10



As pessoas possuem mecanismos de protecdo natural contra as injurias,
sendo que as barreiras de protecdo primaria compreendem a pele e mucosas
integras, secregcbes e pH controlados, sistema imunolégico competente e
manutengdo da microbiota autdctone (Gulati & Nobile 2016; McCarty & Pappas
2016). Fatores exdgenos e enddgenos exercem influéncia nos mecanismos de
protecao natural dos individuos, de maneira que quando ocorre comprometimento
das barreiras anatbmicas as leveduras proliferam e concomitantemente o
hospedeiro pode se tornar suscetivel a infeccdo. O desequilibrio parasito-hospedeiro
estabelecido juntamente com a habilidade de algumas espécies de Candida
expressarem fatores de viruléncia irdo determinar o grau de patogenicidade das
células fungicas (Bizerra et al. 2008; Meer et al. 2010; Hofs et al. 2016). Dentre as
condi¢cbes inerentes ao hospedeiro que podem favorecer o aparecimento da
infecgcdo, pode ser citado a realizacdo de procedimentos invasivos, terapia
antimicrobiana prolongada, nutricdo parenteral e utilizagdo de cateteres (Ruhnke,
2006; Hofs et al. 2016). Pacientes transplantados, em tratamento quimioterapico
(Tupe et al. 2013; Majewska et al. 2014; Criseo et al. 2015), e infectados pelo virus
HIV (Human Imunnodeficiency Virus) apresentam maior suscetibilidade ao
acometimento por espécies de Candida (Corti et al. 2013).

Associado aos fatores do microrganismo, mecanismos de viruléncia
expressos pelo fungo como a formagao de biofilme, capacidade de aderéncia em
tecidos, a producdo de enzimas hidroliticas (proteases, fosfolipases, lipases e
hemolisinas) durante a invas&o tecidual, além da resisténcia aos antifungicos se
relacionam diretamente com a gravidade das infecgdes (Bliss et al. 2012; De Luca et
al. 2012; Silva et al. 2012; Pakshir et al. 2013).

1.3 Fatores de viruléncia das espécies de Candida

Espécies de Candida podem se tornar patogénicas ao hospedeiro humano de
acordo com sua capacidade em adaptar-se as alteragdes fisioldgicas, favorecendo o
processo de infeccdo (Naglik et al. 2003; Sariguzel et al. 2015).

Os principais determinantes de viruléncia envolvidos nos processos
infecciosos causados por Candida sao: aderéncia a superficie celular, formacao de
biofiime, morfogénese, producéo e secrecdo de enzimas hidroliticas (Figura 1) e
resisténcia aos antifungicos (Santana et al. 2013; Sardi et al. 2013). Esses fatores de

viruléncia podem variar de acordo com o tipo, local e estagio da infeccéo.
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Associagdes entre os fatores de viruléncia e as condicbes do hospedeiro podem

potencializar a invasao das células nos tecidos (Naglik et al. 2003).

Crescimento e
colonizagao por
Candida Formagao de hifa
e expressao de
adesinas Invasdo e liberagao

de enzimas hidroliticas

- Perda da integridade
> : da célula epitelial

o |\ @

Figura 1. Etapas do processo de patogénese das infecgbes relacionadas a fatores de
viruléncia das espécies de Candida. Hofs et al. 2016.

1.3.1 Aderéncia

A capacidade de aderéncia é o primeiro fator de viruléncia que as espécies de
Candida apresentam para iniciar e estabelecer uma infecgdo (Silva et al. 2011). E
mediada pela ligacdo de componentes especificos e interagdes ndo especificas. As
adesinas, presentes na parede celular fungica se ligam especificamente a moléculas
que estdo na superficie das células epiteliais do hospedeiro tais como lipideos,
polissacarideos, glicoproteinas ou a componentes da matriz extracelular como
fibrina, fibronectina, laminina e colageno (Martinez & Fries 2010; Silva et al. 2011;
Sardi et al. 2013). Como consequéncia da capacidade das leveduras aderirem as
superficies, ocorre a formacdo de uma comunidade multicelular que caracteriza o

biofilme.

1.3.2 Formacgao de biofilme

Biofilmes sdo comunidades microbianas que apresentam organizagdo e
especificidade celular envolvidas em uma matriz exopolissacaridica e controlada por
moléculas sinalizadoras. Constituem forma de protecédo para o desenvolvimento das
células fungicas e permitem maior sobrevivéncia em condi¢gbes desfavoraveis (Finkel

& Mitchell 2011). A capacidade das leveduras de formar biofilmes esta diretamente
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ligada a potencialidade de causar infecgdes persistentes. Essas comunidades
celulares estdo associadas a resisténcia contra agentes antimicrobianos, pois devido
a presenca de matriz a penetracdo dos antifungicos € limitada (Martinez & Fries
2010; Finkel & Mitchell 2011; Seneviratne et al. 2016).

A aderéncia com a consequente formacao de biofilme pelas células fungicas
além de ocorrer nos tecidos do hospedeiro, pode ocorrer em dispositivos médicos
como proteses, cateteres e sondas. Esses biofilmes representam um agravo na
recuperacéo de pacientes, sendo a remogao cirurgica e substituicdo do dispositivo
médico a forma de tratamento indicado (Finkel & Mitchell 2011).

1.3.3 Morfogénese

O dimorfismo fungico caracterizado pela transformagcdo da forma
leveduriforme para forma filamentosa ou vice-versa que as espécies de Candida,
principalmente C. albicans, podem apresentar € outro fator que contribui para
viruléncia dessas leveduras (Sardi et al. 2013).

Candida albicans quando comensal e ndo patogénica encontra-se, na maioria
das vezes, na forma unicelular enquanto que as hifas e pseudo-hifas conferem
capacidade invasiva e de patogenicidade. A forma filamentosa proporciona maior
aderéncia as células humanas, e consequente aumento da resisténcia a fagocitose
por macrofagos e neutrofilos devido a maior quantidade de adesinas na sua
superficie (Thompson et al. 2011). Fatores extrinsecos como temperatura, pH e
composicdo do meio onde as células estdo inseridas podem influenciar nessa

transicdo de morfologia (Mayer et al. 2013).

1.3.4 Enzimas hidroliticas

As enzimas hidroliticas desempenham fungdo essencial na destruicdo dos
tecidos do hospedeiro por Candida spp., sdo secretadas no local e auxiliam na
adesao, penetracao e invasao tecidual através da destruicdo das membranas e das
mucosas devido a degradacéo de proteinas com valor estrutural que participam da
resposta imunologica. Proteinases, fosfolipases e hemolisinas sdo as enzimas com
maior implicagdo no potencial patogénico das leveduras (Silva et al. 2011). A fungcao
das fosfolipases € de degradar os fosfolipideos presentes na membrana plasmatica
das células do hospedeiro enquanto as proteinases hidrolisam ligagbes peptidicas

das proteinas, ambas ag¢des enzimaticas facilitam o processo de aderéncia do
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microrganismo e posterior invasdo tecidual (Khan et al. 2010). O ferro é um
elemento crucial para Candida spp., contribuindo para sua sobrevivéncia e
capacidade de estabelecer infecgcbes, para obté-lo as leveduras sao capazes de
produzir hemolisinas, as quais provocam lise das hemacias do individuo permitindo

a liberac&o desse mineral e captagao pelas leveduras (Kumar et al. 2009).

1.4 Mecanismo de agao e resisténcia

Espécies de Candida podem desenvolver diferentes mecanismos de
resisténcia aos principais antifungicos disponiveis para uso clinico, essa resisténcia
pode ser classificada em intrinseca (natural) ou adquirida (secundaria) (Sanglard et
al. 2009). Os mecanismos de defesa desenvolvidos pelas leveduras favorecem a
persisténcia e progressdo da doenga mesmo quando a terapia antifungica é
realizada adequadamente (Kotaczkowska & Kotaczkowski 2016).

Existem trés classes de antifungicos utilizados no tratamento das candidiases,
0s quais atuam em componentes vitais para as células fungicas. Duas dessas clases
sdo os derivados poliénicos e os derivados azodlicos que atuam na membrana celular
fungica, especificamente interferindo no ergosterol (Bailly et al. 2015). O esgosterol é
o principal constituinte da membrana celular dos fungos e possui estrutura
semelhante ao colesterol presente na célula humana, fato que desfavorece o
tratamento das candidiases por ocasionar recorrente prejuizo ao hospedeiro. Esse
esterol possui como fung&o primordial biorregular a fluidez mantendo a integridade
da membrana plasmatica, além de garantir um funcionamento adequado das
enzimas ligadas a membrana, e por esse motivo, a sua biossintese é alvo para
muitos antifungicos (Odds et al. 2003; Carrillo-Munoz et al. 2006). A classe das
equinocandinas também é bastante utilizada no tratamento das candidiases, atua no
B-1,3 glucano que € um constituinte importante da parede celular (Bailly et al. 2015).
O mecanismo de ac¢ao desses antifungicos € apresentado na Figura 2.
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Figura 2. Mecanismo de agdo dos antifungicos azdlicos, poliénicos e equinocandinas.
Adaptado de Dodds Ashley et al. 2006.

O principal representante dos poliénicos é anfotericina B, sendo o antifungico
padrao para o tratamento das infecgdes fungicas sistémicas pois apresenta atividade
fungicida de amplo espectro (Kathiravan et al. 2012). A atividade antifungica desse
farmaco é exercida por meio da sua ligagdo ao ergosterol através de interagdes
hidrofébicas, sua acdo inicial € produzir poros na membrana com a finalidade de
elevar sua permeabilidade e ocasionar perda de ions intracelulares, de forma que o
resultado € um intenso desequilibrio osmodtico que interrompe a funcdo da
membrana induzindo a lise e morte das células fungicas (Bendaha et al. 2011; Nett
& Andes 2016). Embora a elevada atividade antifungica de anfotericina B esteja
comprovada, sua utilizagdo esta relacionada a muitos efeitos secundarios por
apresentar alta toxicidade. Os principais sintomas descritos por pacientes que
necessitam fazer uso desse farmaco sado relatados como: febre, calafrios,
hepatotoxicidade e com frequéncia disfungao renal (Castro et al. 2006; Bendaha et
al. 2011; Nett & Andes 2016).

Os antifungicos azolicos sdo subdivididos em imidazolicos (clotrimazol,
cetoconazol, miconazol) e triazélicos (fluconazol, voriconazol, itraconazol) com base
na quantidade de atomos de nitrogénio presentes na estrutura quimica de cada um,
sendo que os imidazdlicos possuem dois atomos de nitrogénio e os triazélicos
possuem trés atomos (Pappas et al. 2009). Essa classe de farmaco € amplamente

utilizada para o tratamento das infec¢gdes causadas por fungos, principalmente
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contra infec¢gdes causadas por Candida spp (Favalessa et al. 2009). O mecanismo
de agao dos derivados azolicos interfere na biossintese do ergosterol por inibir a
enzima lanosterol 14-a-demetilase, a qual € responsavel pela demetilacdo do
lanosterol em ergosterol. Essa alteragcéo prejudica a formagao correta do ergosterol
resultando na formagéo de esterdis tdxicos, consequentemente as células fungicas
se tornam inviaveis devido a drasticas alteragdes que ocorrem na membrana
plasmatica (Carrillo-Munoz et al. 2006; Wang et al. 2009; Nett & Andes 2016).

Segundo Arendrup (2013) para os azois s&o descritos basicamente trés
mecanismos de resisténcia microbiana: 1. Mutagdo no gene ERG11 responsavel por
codificar a enzima lanosterol 14-a-demetilase, provocando mudan¢a na conformagao
da enzima e consequentemente perda de afinidade entre o antifungico e a célula; 2.
Mecanismo de competicdo entre farmaco e enzima, onde o antifungico nao
consegue se ligar completamente a enzima lanosterol 14-a-demetilase devido a
superprodugao enzimatica e 3. Reducdo da concentragdo intracelular do antifungico
devido a alteracdes nas bombas de efluxo, as quais expulsam o farmaco da célula
fungica inviabilizando sua ag&o.

As equinocandinas representam a classe de antifungicos com a descrigdo
mais recente, realizada em 2001. Micafungina, anidulafungina e caspofungina sao
representantes dessa classe, sendo o ultimo o mais utilizado para terapia de
candidiase. Seu mecanismo de acdo interfere na inibicdo da sintese de [(-1,3
glucano, constituinte importante da parede celular dos fungos. A interferéncia na
formacgao da parede celular acarreta debilidade na protegéo, equilibrio, regulagéo e
comunicagao celular pois essas sao as fun¢des fundamentais da parede da célula
fungica (Carrillo-Munoz et al. 2006; Nett & Andes 2016).

A desvantagem dessa classe de farmacos € sua disponibilidade apenas em
formulagbes parenterais, pois é uma via de administracdo que apresenta grande
desconforto para os pacientes. Além disso, existe indicagdo de resisténcia adquirida
de isolados de Candida frente as equinocandinas, envolvendo mutagdes em regides
do sitio alvo desses antifungicos (Kotaczkowska & Kotaczkowski 2016).

Os farmacos disponiveis para o tratamento de Candidiase podem apresentar
efeitos adversos como toxicidade e interagdes medicamentosas, além disso algumas
espécies de Candida apresentam como fator de viruléncia resisténcia intrinseca aos
principais antifungicos (Bailly et al. 2015). Devido a isso terapias alternativas para

essas micoses tornam-se necessarias para obter sucesso no tratamento. Nesse
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contexto a utilizacdo de compostos de plantas e compostos sintéticos com
propriedades medicinais podem se tornar, com base em pesquisas, opg¢des de
tratamento das infecgbes causadas por Candida que apresentem boa resposta
terapéutica e menos danos ao hospedeiro.

1.5 Compostos com atividade antimicrobiana
1.5.1 Compostos naturais

Produtos naturais sdo utilizados desde longa data pela populagdo com
finalidade terapéutica (Scorzoni et al. 2007; Petrovska 2012). As plantas destacam-
se por possuirem muitos constituintes e metabdlitos secundarios que apresentam
atividade contra inumeras enfermidades, incluindo doencgas infecciosas (Agra et al.
2007; Silva et al. 2009). Esses constituintes podem ser isolados e ja s&o utilizados
nas formulagdes medicamentosas para o controle de infecgdes fungicas (Upendra et
al. 2011; Moghadamtousi et al. 2014). O potencial antimicrobiano dos compostos,
extratos e fracdes isolados de diferentes partes das plantas capaz de controlar o
crescimento de uma ou mais espécies de microrganismos tem sido objeto de estudo
em varias pesquisas (Silva et al. 2005; Gullece et al. 2006; Braga et al. 2007;
Scorzoni et al. 2007; Maregesi et al. 2008; Lee et al. 2009; Martins et al. 2009;
Mandalari et al. 2010; Dovigo et al. 2011; Khan et al. 2012; Ferreira et al. 2013;
Costa et al. 2014; Baldwin et al. 2015; Reis et al. 2016).

Os compostos extraidos dos vegetais podem ser divididos em dois grupos:
metabolitos primarios e metabdlitos secundarios. Os metabdlitos primarios
compreendem os carboidratos, aminoacidos, lipideos e proteinas e s&o precursores
para elaboracdo dos metabdlitos secundarios representados por compostos
fendlicos, terpendides, Oleos essenciais, flavonoides e alcaloides (Kumar et al.
2015). Os compostos fendlicos, produzidos a partir do metabolismo secundario, s&o
reconhecidos como agentes multifuncionais devido a sua ampla atividade biologica
(Mandalari et al. 2010; Ferrazzano et al. 2011; Bisignano et al. 2013). Esses
compostos podem ser divididos em fendis ou polifendis, determinados pela
quantidade de grupamento fenol ligado a hidrocarbonetos aromaticos. Os grupos
fendlicos se relacionam diretamente com propriedades benéficas a saude, sendo
conhecidos aproximadamente 8.000 compostos fendlicos encontrados em diversas
plantas (Kumar et al. 2015; Dzialo et al. 2016).

Dentre as plantas que apresentam polifendis, destaca-se a Curcuma longa
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Linn (Figura 3a) pertencente a familia Zingiberaceae, essa planta é nativa do Sul da
Asia e é conhecida popularmente como acafrdo sendo utilizada em grande escala
pela populagado, principalmente como condimento alimentar e como medicamento
natural (Martins et al. 2009; Kumar et al. 2014; Negi et al. 2014; Cicero; Colleti
2016). Apresenta coloragdo amarelo-alaranjado brilhante, e sua comercializagdo é
predominante na forma de p6 (Figura 3b) (Martins et al. 2009; Moran et al. 2016).
Esse vegetal possui tamanha importancia que faz parte da relacdo nacional de
plantas medicinais de interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS) (Anand et
al. 2010).

A Curcuma longa L. possui em seu rizoma trés componentes fitoquimicos:
curcumina (60%) sendo o constituinte principal, desmetoxicurcumina (22%) e
bisdesmetoxicurcumina (18%). A curcumina foi isolada pela primeira vez em 1910 e
desde entdo houve uma expansdo do seu uso. E um composto polifendlico (Figura
4), classificado como curcumindide, o qual possui atividade biolégica de largo
espectro com propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, antitumorais,
antiproliferativas e antimicrobianas (Almeida et al. 2008; Gupta et al. 2013; Kumar et
al. 2014; Moghadamtousi et al. 2014; Negi et al. 2014; Baldwin et al. 2015; Kim &
Arnason 2015; Chen et al. 2016; Moran et al. 2016). Atividade antifungica do
composto curcumina ja foi descrita contra espécies de Candida, Cryptococcus
neoformans, Aspergillus spp. e Sporothrix schenckii (Martins et al. 2009; Sharma et
al. 2010; Kumar et al. 2014; Chen et al. 2016). Além disso, esse constituinte
apresenta efeitos contra doengas crénicas, diabetes mellitus, alergias e doencga de
Alzheimer (Moran et al. 2016).

b
a) )

Figura 3. a) Representacéo da planta Curcuma longa L. mostrando suas folhas e flores. b)
Rizoma da planta contendo o p6 utilizado para comercializacéo.
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O mecanismo de agdo do composto natural curcumina ainda nao esta bem
elucidado, sugere-se varias vias de acéao incluindo alteragbes na atividade ATPase
da membrana fungica, na biossintese de ergosterol e secregao de proteases (Kumar
et al. 2014; Chen et al. 2016). A administracdo de curcumina tem se mostrado
segura para uso, sendo que em pesquisas in vivo esse composto apresentou boa
tolerabilidade e baixa toxicidade (Dudhatra et al. 2012; Gupta et al. 2012; Ghosh et
al. 2015).

........
. .

'''''

Curcumina

Figura 4. Estrutura quimica da curcumina evidenciando os grupos fendis. Adaptado de
Moran et al. 2016.

Os alcaloides representam outra classe de metabdlitos secundarios
produzidos pelos vegetais. Boldina é uma representante dessas substancias sendo
encontrada majoritariamente nas folhas e nas cascas da arvore Peumus boldus
(Brien et al. 2006). Essa planta € uma espécie arbdérea pertencente a familia
Monimiaceae, nativa das regides central e sul do Chile e conhecida como boldo no
Brasil, suas folhas sdo largamente empregadas para tratamento de disfuncdes
hepaticas e digestivas, pois apresentam muitas substancias bioativas (Ruiz et al.
2008). Esse metabdlito possui atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e
antipiréticas comprovadas (Passone & Etcheverry 2014). Além do constituinte
boldina possuir agdo medicinal, o 6leo essencial de P. boldus apresenta atividade
fungistatica contra Aspergillus spp., e fungicida contra espécies de Candida
mostrando que essa espécie vegetal possui propriedades farmacologicamente ativas
(Lima et al. 2006; Bluma et al. 2008).

Hesperetina e morina sdo representantes da classe dos flavonoides que
apresentam propriedades bioldgicas anti-inflamatéria, antimicrobiana e anti-oxidante
(Serrao et al. 2011; Sun et al. 2012; Ding & Peng 2015). Hesperetina pode ser
isolada especificamente a partir de cascas de frutas citricas como laranja (Citrus

aurantium) e limao (Citrus Limon) (Coutinho et al. 2009; Serréo et al. 2011). O
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flavonoide morina pode ser encontrado em vegetais utilizados na alimentagéo
humana como no Lepidium sativum (agrido) e também empregados para uso
medicinal (De Martino et al. 2012). Os flavonoides representam uma classe de
metabdlitos secundarios biossintetizados pela maioria das plantas de maneira
natural ou como forma de protecdo, sdo compostos encontrados em frutas,
sementes, cascas de arvores, raizes, caules e flores (Orhan et al. 2010; Sun et al.
2012; Kumar et al. 2015). Possuem uma variedade de agdes, e sdo um dos grupos
fendlicos mais importantes e diversificados entre os produtos de origem natural
(Dornas et al. 2007; Coutinho et al. 2009; Orhan et al. 2010).

1.5.2 Compostos sintéticos

Os estudos de novas classes de substancias vém sendo impulsionados pela
necessidade de novos farmacos para tratar infecgbes (Rollas & Kugukguzel 2007).
Dessa forma, os compostos sintetizados laboratorialmente tém emergido como fator
de interesse em biotecnologia médica, entre esses compostos os derivados
hidrazonas sdo promissores devido as suas propriedades biologicas (Kajal et al.
2014).

As hidrazonas sdo compostos sintéticos, classificados como iminas, obtidos a
partir da reacdo de condensacao de derivados hidrazinas com aldeidos ou cetonas.
As moléculas de hidrazonas se caracterizam por possuirem o grupo —NH - N = CH-
em sua estrutura (Figura 5) (Saeed et al. 2016). Esses derivados possuem
aplicagdes na industria, em sinteses orgénicas, como a de herbicidas, inseticidas e
fertilizantes para plantas. Além disso, substéncias contendo hidrazonas estédo
associadas com atividade antimicrobiana, antioxidante, antiparasitaria,
anticonvulsiva, analgésica, anti-inflamatoria e antitumorais (Rollas & Kugukguzel
2007; Kajal et al. 2014; Verma et al. 2014).

OH
o)
N/N\

H

HO

(E)-4-hydroxy-N'-(4-hydroxybenzylidene)benzohydrazide

Figura 5. Estrutura quimica de um derivado hidrazona.
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2  JUSTIFICATIVA

As infecgbes causadas por fungos vém aumentando exponencialmente ao
longo do tempo. Entre essas, as infecgbes causadas por leveduras do género
Candida ocorrem com elevada frequéncia, principalmente, devido ao aumento de
individuos apresentando comprometimento imunologico (Pfaller & Diekema 2010).
Candida spp. é capaz de estabelecer uma relacdo de comensalismo com o
hospedeiro humano ao colonizar locais como mucosas e pele, porém quando ocorre
desequilibrio dessa interagdo as leveduras adquirem potencial patogénico podendo
ocasionar manifestacgdes clinicas agressivas (Colombo et al. 2013).

Dessa forma o tratamento eficaz contra candidiase é de extrema relevancia, e
associa-se ao diagnostico precoce e ao uso de farmacos eficientes em todos os
aspectos. Durante anos o tratamento das micoses limitou-se ao uso dos antifungicos
anfotericina B, fluconazol e itraconazol que apesar de mostrarem eficacia
apresentam muitas limitagbes, e mesmo com o progresso da industria de
medicamentos e a introducdo de outros derivados azdlicos e equinocandinas no
mercado a terapia adequada de candidiase é necessaria (Bailly et al. 2015).

Diante das dificuldades impostas pelo surgimento da resisténcia microbiana e
os efeitos adversos como toxicidade dos farmacos, pesquisas vém sendo
conduzidas buscando terapias alternativas para o tratamento de candidiase. Do
ponto de vista historico, os produtos naturais sempre desempenharam um papel
muito importante no processo de desenvolvimento de farmacos. A utilizagcdo de
plantas com potencial medicinal & reconhecida pela Organizagdo Mundial da Saude
por possuir varios beneficios, tais como reduzida ocorréncia de efeitos colaterais e
custo reduzido do tratamento (Anand et al. 2010).

Alguns vegetais apresentam constituintes ligados a agdo antimicrobiana, entre
eles destaca-se a curcumina, composto natural, que se encontra em fase de ensaios
com grandes perspectivas para introdugao na lista de opg¢des para curar doengas
causadas por fungos. Além dos compostos naturais, compostos sintéticos como o
derivado acilhidrazona apresenta grande potencial antimicrobiano abrindo

perspectiva para novos esquemas terapéuticos contra candidiase.

21



3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antifungica dos compostos naturais morina, hesperetina,
boldina, curcumina e de quatro compostos sintéticos N-acilhidrazonas com
diferentes pesos moleculares de 256, 286, 272, 216 frente a leveduras pertencentes
ao género Candida.

3.1 Objetivos especificos

3.1.1. Determinar a concentracdo inibitéria minima dos compostos naturais morina,
hesperetina, boldina, curcumina e dos derivados sintéticos N-acilhidrazonas (256,
286, 272, 216 yM) frente a isolados do género Candida.

3.1.2. Determinar a concentragao fungicida minima dos compostos frente a espécies
de Candida.

3.1.3. Avaliar a interferéncia dos compostos curcumina e N-acilhidrazona sobre a
cinética de crescimento de Candida.

3.1.4 Determinar se os compostos curcumina e N-acilhidrazona sdo capazes de

inibir a producéo de ergosterol de Candida.

3.1.5 Avaliar a citotoxicidade in vitro dos compostos sobre hemacias de carneiro.
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4 METODOLOGIA

4.1 Isolados

Foram utilizados 20 isolados de Candida procedentes da micoteca do
Laboratério de Micologia da Universidade Federal de Goias (UFG), sendo 08 C.
albicans, 10 C. parapsilosis, 01 C.tropicalis, 01 C.albicans ATCC 28367. As espécies
de Candida foram previamente identificadas em pesquisas anteriores utilizando-se
meétodos bioquimicos e morfolégicos como crescimento em meio CHROmagar,
producado de clamidoconidios e técnica de assimilagdo de hidratos de carbono e
nitrogénio (Kurtzman et al. 2011).

4.2 Compostos e antifungicos

Os compostos utilizados nesta pesquisa sdo procedentes do Laboratério de
Bioconvers&o da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goias cedidos
pela professora Dra. Valéria de Oliveira. Inicialmente foi realizada uma triagem com
oito diferentes compostos: morina, hesperetina, boldina, curcumina e quatro n-
acilhidrazonas com diferentes pesos moleculares (256, 286, 272, 216 uM). Os testes
da triagem foram realizados com duas cepas padrédo de Candida albicans ATCC
90028 e ATCC 28367. A partir dos resultados obtidos com a realizagdo da triagem
foram selecionados dois compostos que apresentaram maior capacidade de inibir o
crescimento fungico: N-acilhidrazona com peso molecular 256 yM e curcumina para
realizacdo dos testes subsequentes. Todos os compostos foram primeiro
solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) (1% volume final) (CLSI 2008). A solugéo
de “uso” foi preparada no dia da realizacdo do teste de forma a obter uma
concentragédo inicial de 1024 pg/mL. Fluconazol foi usado como controle em
concentragbes que variaram de 64 a 0,03 pg/mL, preparando-se uma solugéo
estoque em RPMI 1640, a qual foi armazenada a -70°C até a realizagdo do teste de
suscetibilidade in vitro.

4.3 Teste de suscetibilidade in vitro

A suscetibilidade dos isolados frente aos compostos foi determinada de
acordo com o teste de microdiluigdo em caldo, padronizado pelo documento M27-A3
e M27S4 definidos pelo CLSI (CLSI, 2008, 2012). As concentragdes inibitorias

minimas dos compostos foram determinadas a partir da avaliacdo em dilui¢cdes
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seriadas.

4.3.1 Preparo do inéculo

Os indculos foram preparados a partir das colénias de leveduras cultivadas
em agar Sabouraud dextrose (ASD) por 24 horas a 35°C. Uma suspensédo foi
preparada em salina esterilizada a 0,85% e a densidade celular medida em
espectrofotometria para uma transmitancia de 85%, com o objetivo de obter

aproximadamente 1x10°% células/mL em comprimento de onda de 530 nm. Essa
suspensdo foi posteriormente diluida a 1:20 e 1:50 em RPMI 1640 de modo que a
concentracdo final do inéculo foi de 0,5 a 2,5x10% células/mL. Os isolados de
Candida utilizados para o preparo da suspensao foram subcultivadas por duas vezes
para assegurar a pureza e viabilidade da levedura.

4.3.2 Meio de cultura

Foi utilizado o meio RPMI 1640 com L-glutamina sem bicarbonato de sadio,
suplementado com 2% de glicose, tamponado com 0,165 mol/L de acido 3-N-
morfolino-propanossulfénico (MOPS) para pH 7.0, esterilizado por filtragdo e
armazenado a 4°C até a utilizagao.

4.3.3 Realizagao do teste

Foram utilizadas placas de microtitulagcdo contendo 96 pogos onde na
primeira fileira da placa foram adicionados 200 yL do composto ou do antifungico
utilizado como controle. Na segunda fileira em diante foram adicionados 100 pL de
caldo RPMI, sendo que diluicbes seriadas ao dobro dos compostos foram realizadas
retirando-se 100 yL da primeira fileira e passando aos demais pogos até a décima
coluna. Posteriormente, 100 pyL do inéculo a ser testado foram adicionados em todos
os orificios da placa com excegado dos controles. Controles de crescimento do
inéculo, de esterilidade do meio e da solugdo dos compostos foram realizados em
todos os ensaios. Candida parapsilosis ATCC 22019 foi utilizada como controle de
qualidade, de acordo com o esquema na Figura 4. As placas foram incubadas a
35°C para posterior leitura do teste.
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Figura 6. Esquema representativo da suscetibilidade in vitro usando o teste de microdiluigdo
em caldo (CLSI 2008, 2012).

4.3.4 Leitura e interpretagao dos resultados

As placas foram submetidas a leitura visual apdés 24 e 48 horas depois da
realizacdo do teste e comparado ao controle de crescimento do in6culo (meio de
cultura e fungo), visualizando a turvagdo em cada orificio. A CIM foi considerada a
menor concentragdo do composto ou farmaco capaz de inibir o total crescimento do

fungo em relagéo ao inéculo.

4.4 Determinagcao da Concentragao Fungicida Minima

A determinagdo da CFM foi realizada a partir do teste de microdiluicdo em
caldo, de onde foram retirados 10 yL de solugdo contidos nos orificios nas
concentracdes correspondentes a CIM, 2x e 4x CIM e inoculados em placa de Petri
contendo ASD. Apds 24 e 48 horas de incubagdo a 35°C a CFM foi definida como a
menor concentragdo em que n&o houve crescimento fungico ou que resultou no
crescimento de até duas colbnias, representando a morte de mais de 99% do
inoculo original (De Logu et al. 2005).
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4.5 Cinética de crescimento/ Curva de morte

O ensaio para determinar a cinética de crescimento é fundamentado pela
contagem de células viaveis de leveduras na presenga do composto em intervalos
periodicos de incubagao. Esse método é denominado curva de morte fungica e foi
realizado de acordo com Klepser et al. (1997) e Lemos et al. (2009) com
modificagdes.

Para o estudo da acdo dos compostos curcumina e N-acilhidrazona sobre
Candida utilizou-se a cepa padrao C. albicans ATCC 28367, cultivada em ASD por
24 horas antecendentes ao teste a 35°C. O indculo foi obtido pela diluigdo em salina
(0,85%) esterilizada, sendo as suspensdes ajustadas por espectrofotbmetro a uma
transmitancia de 85% ao comprimento de onda de 530 nm a fim de conter
aproximadamente 10° UFC/mL. Posteriormente, realizou-se diluicdo 1/10 em caldo
Sabouraud (CSD) para obter 10° UFC/mL e assim repetiu-se a mesma diluicdo até
alcancgar aproximadamente 10> UFC/mL. A suspens3o preparada acrescida de CSD
foi adicionada de curcumina e N-acilhidrazona em concentragdes sub-inibitérias
(1/2), CIM , concentragdes 2x e 4x superiores a CIM. Foi preparado o controle do
teste com a suspensdo fungica acrescida de CSD, aliquotas de 10 pL dessa
suspensdo foram plaqueadas em ASD e incubadas a 35°C, de maneira que esse
plaqueamento foi considerado o TO. Os tubos contendo as diferentes concentragdes
do composto e as suspensdes foram plaqueados no TO e posteriormente incubados
sob agitagcdo a 200 rpm por 48 horas a 35°C. Apds tempos de incubagdo pré-
determinados de 3,6,12, 24, e 48 horas semeou-se 10 yL em placas de petri com
ASD da mesma maneira que o controle. Fluconazol em concentragdes similares aos
dos compostos foi utilizado para o teste de verificagcdo da curva de morte.

Esse ensaio foi realizado em duplicata e a média da contagem de colbénias
(em log1g UFC/mL) de cada diluigdo em diferentes tempos foram inseridas em um

grafico em fungcdo do tempo, o qual permitiu a comparagdo entre os diferentes

tratamentos com o composto.

4.6 Doseamento do ergosterol

Para a realizagdo da dosagem lipidica, o ergosterol foi extraido conforme o
Método de Quantificagdo de Esterol (MQE) descrito por Arthington-Skaggs et al.
(1999) com algumas modificagdes. Uma coldnia fungica de C. Albicans ATCC 28367
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crescida em ASD foi inoculada em erlenmeyers contendo 50 mL de CSD na
presenga dos compostos curcumina e n- acilhidrazona e de fluconazol (controle
positivo), em concentragdes sub-inibitérias (1/2) das leveduras, de inibigdo e em
concentragbes 2x e 4x superiores a CIM. Todos os erlenmeyers foram incubados
por 48 horas em agitagdo de 200 rpm a 35°C. O controle negativo foi realizado com
leveduras sem adicdo de composto.

A suspenséo de células foi transferida para tubos falcon e centrifugada a 6000
rom durante 5 min. A massa de células foi precipitada e o sobrenadante descartado
para pesagem do tubo e determinagao do peso do pellet obtido.

Ao sedimento formado adicionou-se 3 mL de solugao alcodlica de potassio
(25 g de hidréxido de potassio, 35 mL de agua destilada e alcool 100% quantidade
suficiente para 100 mL). As suspensdes das células foram agitadas por 1 min e
incubadas em banho maria a 85°C por 1 hora. Apds o resfriamento em temperatura
ambiente 24°C, o esterol foi extraido pela adigdo de 1 mL de agua destilada
esterilizada e 3 mL de n-heptano seguida de agitagdo vigorosa em vortex por 3 min.
Os tubos falcon foram deixados em repouso e verificou-se a formacdo da fase
aquosa constituida por agua e residuos celulares, e da fase lipofilica formada pelo
heptano saturado em agua e ergosterol. A porgdo apolar contendo os esterois
formada na parte superior foi transferida para tubos de ensaio e armazenados a -
20°C por 24 horas. Essa fragao foi diluida em alcool 100% (1/5) e analisadas em
espectrofotometria de varredura em um intervalo de 230 a 300 nm. Os experimentos
foram realizados em triplicata.

Essa técnica possibilita a extracdo de dois esterodis: ergosterol e 24(28)-
dehidroergosterol (DHE) que é um componente da cascata bioquimica de formagéo
do ergosterol. Tanto o ergosterol quanto 24(28)-DHE sao absorvidos a 281,5 nm,
enquanto que apenas 24(28) DHE mostra uma intensa banda de absor¢gdo em 230

nm. A porcentagem de ergosterol foi calculada de acordo com a seguinte formula:

(1) % Esterdis = [(A 281.5/290) x F] / peso pellet

(2) % 24(28)-DHE = [(A230 / 518) x F] / peso pellet

3)
% ergosterol = (1) — (2)

Sabe-se que tanto o ergosterol quanto o 24(28)-DHE s&o absorvidos a 281.5

nm, a quantidade total desses esterdis produzida por um isolado pode ser
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mensurada conforme a formula 1. Onde: F = fator de diluigdo do etanol (= 5); 290 =
valor de E (em percentual por centimetro) determinado pelo ergosterol cristalino.

E conhecido também que apenas o 24(28)-DHE é absorvido a 230nm, logo
sua presenga € calculada a partir dos valores de absorbancia obtidos neste espectro
de absorg¢do, conforme a formula 2. Onde: F = fator de diluigdo do etanol (=5); 518 =
valores de E (em percentual por centimetro) determinado pelo 24(28)-DHE.

Logo, a quantidade de ergosterol produzida pode ser determinada subtraindo
o total de esterdis produzidos do valor obtido apenas pelo 24(28)-DHE, representado
pela formula 3.

4.7 Avaliacao da citotoxicidade

A citotoxicidade dos compostos curcumina e N-acilhidrazona foi determinada
através do ensaio de atividade hemolitica de acordo com He et al. (2007) com
modificagdes. Para este ensaio utilizou-se 5 mL de sangue de carneiro contendo o
anticoagulante EDTA, o sangue foi centrifugado por 10 min a 2000 rpm para
obtengdo das hemacias, logo apos foi lavado uma vez com tampéao fosfato-salino
(PBS) pH 7,4. O pellet de hemacias obtido foi diluido em 20 mL de PBS (diluicdo
1:5). Concomitantemente, em tubos eppendorff o composto curcumina e N-
acilhidrazona e o antifungico fluconazol foram diluidos em tampao PBS pH 7,4 em
concentragbes que variaram entre 2048 a 16 pyL/mL, 512 a 4 pL/mL e 128 a 0,5
ML/mL, respectivamente. Foi adicionado 50 pyL da solugdo de hemacias em cada
eppendorff e incubou-se a 37°C sob agitagdo durante 30 min. Apds incubacéo os
tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 5 min e, 80 yL do sobrenadante de cada
concentracdo foi transferido para os pogos correspondentes da placa de
microtitulagdo de 96 pogos. Como controle positivo utilizou-se Triton x-100 diluido a
1% e como controle negativo foi utilizada solu¢do de hemacias com PBS pH 7,4.
Para determinagdo da absorbancia de cada amostra foi utilizado espectrofotdmetro
com comprimento de onda de 450 nm. O experimento foi realizado em triplicata. A
porcentagem de hemolise foi calculada pela seguinte equagao:

(A450 da amostra tratada com o composto — A450 amostra tratada com PBS) X 100%
(A450 de solugao triton X100 1% - A450 amostra tratada com PBS)
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4.8 Andlise estatistica

Para analise estatistica dos dados referente a cinética de crescimento foi
utilizado o programa GraphPad Prism 5.01 Software (San Diego, CA, EUA). A
variagdo entre os grupos foi analisada utilizando o teste de analise de variancia
(ANOVA) seguido do teste de Bonferroni. Foi estabelecida significancia estatistica
de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Determinacao do teste de suscetibilidade in vitro e da Concentragcao

Fungicida Minima

Entre os compostos avaliados na triagem, o composto curcumina e o derivado
N-acilhidrazona (256 uM) mostraram os melhores valores de CIM frente as duas
cepas de Candida, com intervalos de variagbes de 64 a 256 ug/mL e 8 a 16 pyg/mL,

respectivamente. Os resultados obtidos podem ser visualizados na Tabela 2.

Tabela 2. Perfil de suscetibilidade in vitro de cepas padrao frente aos compostos morina,
hesperetina, boldina, curcumina e N-acilhidrazonas.

Compostos Variacao de CIM frente as ATCC
(Mg/mL)

Morina 512 - 512

Hesperetina >512

Boldina 512-512

Curcumina 64-256

N-acilhidrazona (286) 64-256

N-acilhidrazona (256) 8-16

N-acilhidrazona (272) >512

N-acilhidrazona (216) >512

Curcumina e N-acilhidrazona mostraram atividade antifungica contra
diferentes espécies de Candida, verificando-se para curcumina valores de CIM entre
16 e 256 pg/mL, sendo o maior valor de CIM encontrado frente ao isolado de C.
tropicalis, enquanto o menor valor ocorreu frente ao isolado de C. parapsilosis. Na
concentragdo de 64 pg/mL a curcumina inibiu 35% (7/20) dos isolados. Para o
derivado N-acilhidrazona os valores de CIM variaram entre 2 a 128 pg/mL, sendo
que esse composto sintético apresentou o menor e o maior valor de CIM contra
isolados de C. parapsilosis. N-acilhidrazona foi capaz de inibir 35% (7/20) dos
isolados na concentracdo de 16 yg/mL. A CFM da curcumina teve uma variagao
entre 128 a valores maiores que 512 ug/mL enquanto a CFM da N-acilhidrazona
variou entre 8 a valores maiores que 512 yg/mL. Esses valores de CIM e CFM

comparados com os valores para fluconazol frente a esses mesmos isolados podem
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ser verificados na Tabela 3. O valor de CIM para fluconazol frente a cepa ATCC
22019 utilizada como controle esteve dentro do limite recomendado pelo protocolo
do CLSI (CLSI, 2008, CLSI 2012).

Tabela 3. Perfil de suscetibilidade in vitro de espécies de Candida sob agao dos compostos
curcumina e N-acilhidrazona e sob acao do antifungico fluconazol.

Isolados (20) Curcumina N-acilhidrazona Fluconazol
CimM CFM CimM CFM CimM
(ng/mL)  (ug/mL)  (ug/mL) (ug/mL)  (ng/mL)

C. albicans
C.a. 127 64 >256 64 >256 1
C.a. 320 64 >256 64 >256 0,125
C.a. 258 128 >512 64 >256 2
C.a. 280 128 >512 16 >64 1
C.a. 138 128 >512 8 >32 64
C.a. 173 128 >512 8 >32 64
C.a. 144 64 >256 8 >32 64
C.a. 181 128 >512 16 >64 1

ATCC 28367 64 >256 16 >64 2

C. parapsilosis

C.p. 157 32 >128 16 >64 1
C.p. 31 32 >128 4 8 0,25
C.p. 112 32 >128 16 >64 2
C.p. 38 64 128 128 >512 0,5
C.p. 190 64 >256 2 >8 2
C.p. 15 32 >128 16 64 0,5
C.p. 187 64 >256 64 >256 0,125
C.p. 106 32 >128 16 32 1
C.p. 77 16 >64 2 >8 0,5
C.p. 120 32 >128 4 >16 2

C. tropicalis
C.t.45 256 512 64 256 2

A CIMsq para curcumina foi igual a 64 ug/mL e para N-acilhidrazona foi igual a
16 pg/mL. A CIMgy para curcumina apresentou o valor de 128 ug/mL e para N-
acilhidrazona foi igual a 64 pg/mL.
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5.2 Cinética de crescimento/ Curva de morte

A cinética de crescimento de C. Albicans ATCC 28367 sob agao do composto
curcumina nas concentragdes equivalentes a 2 CIM (32 pyg/mL) e CIM (64 pg/mL)
apresentaram reduc&o na contagem de coldnias a partir de 3 horas de incubagéo
quando comparadas com as células ndo expostas ao composto (p<0.05), no entanto
a partir de 12 horas de exposi¢ao a curcumina o numero de unidades formadoras de
colénias por mililitros manteve proximidade ao controle (células ndo expostas ao
composto). Na concentragdo 2x CIM (128 pg/mL) de curcumina ha reducédo do
numero de células a partir das primeiras horas de incubacdo, que se estende
durante as 48 horas de incubagao (p<0.05). A cinética de crescimento das leveduras
apos tratamento com o composto N-acilhidrazona na concentragdo sub-inibitéria (8
Mg/mL) permaneceu préxima ao crescimento das leveduras sem tratamento
(p>0.05), enquanto que na CIM (16 pg/mL) e em 2x CIM (32 pg/mL) houve redugao
significante (p<0.05). Observa-se melhor inibicdo no numero de unidades
formadoras de col6nias por mililitros entre 6 e 12 horas de incubacdo para este
composto. O fluconazol nas concentragdes sub-inibitérias (1 pg/mL), CIM (2 pg/mL)
e 2x CIM (4 pg/mL) apresentou atividade fungistatica durante o periodo total de
incubagdo (p<0.05). A curva de morte de C. albicans 28367 submetidas ao
tratamento com os compostos curcumina e N-acilhidrazona convergiram para
atividade fungistatica, ndo atingindo o valor minimo de 99,9% de reduc&o celular, em
comparagao com o indculo inicial, para serem considerados compostos fungicidas. A

figura 5 apresenta os graficos logqg UFC/mL pelo tempo de exposigdo das

leveduras aos compostos e ao fluconazol.
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Figura 7. Curva de crescimento de C. albicans 28367 comparando o crescimento do
controle com o crescimento das leveduras apds exposicdo a curcumina, N-acilhidrazona e
fluconazol em concentragdes de sub inibicdo até 2x CIM.

5.3 Doseamento de ergosterol

A inibicdo da biossintese do ergosterol avaliada por espectrofotometria
mostrou que os compostos curcumina e N-acilhidrazona foram capazes de reduzir a
concentracdo de ergosterol produzido por C. albicans ATCC 28367, quando
comparados com o controle (células de C. albicans sem composto) que apresentou
producdo de ergosterol no valor de 0,01137. A redugdo da sintese de ergosterol
promovida pelos compostos foi proporcional a concentracdo do composto. Para
curcumina observou-se que na concentracao sub-inibitéria a inibicdo correspondeu a
26,1% (0,00841), na CIM houve redugao de 29,56% (0,00801), em 2x CIM foi igual a
49,79% (0,00571) enquanto que em 4x CIM ocorreu a maior porcentagem de
reducdo sendo de 73,18% (0,00305). Os perfis espectrofotométricos de curcumina

em comparagao com o controle negativo estdo representados na figura 6.
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Figura 8. Curvas de espectrofotometria UV (230-300 nm) dos esterdis de C. albicans
28367. A) Controle (a) e curcumina nas concentragdes (ug/mL) 32 (b), 64 (c), 128 (d) e
256 (e). B) Controle (a) e curcumina na CIM 64 pg/mL (b).

O composto N-acilhidrazona mostrou inibir a producao de ergosterol de C.
albicans efetivamente. Na concentracdo sub-inibitéria apresentou redugdo de
40,29% (0,00679), em CIM de 53,57% (0,00528), em 2x CIM 59,8% (0,00458) e em
4x CIM a redugéo aproximou de 100% sendo igual a 93,83% (0,00702). Os perfis
espectrofotométricos de N-acilhidrazona em comparacdo com o controle estdo

representados na figura 7.
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Figura 9. Curvas de espectrofotometria UV (230-300 nm) dos esterois de C. Albicans 28367 .
C) Controle (a) e N-acilhidrazona nas concentragbes (ug/mL), 8 (b), 16 (c), 32 (d) e 64 (e).
D) Controle (a) e N-acilhidrazona na CIM 16 ug/mL (b).

O perfil espectrofotométrico do fluconazol pode ser observado na figura 8,
onde na CIM esse antifungico mostrou 97% (0,0224) de inibicdo do ergosterol

comparado com o controle negativo.
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Figura 10. Curvas de espectrofotometria UV (230-300 nm) dos esterdis de C. albicans 28367 .
E) Controle (a) e fluconazol na CIM 2 pg/mL (b).

5.4 Avaliagao da citotoxicidade in vitro
5.4.1 Atividade hemolitica

Os resultados do teste de citotoxicidade in vitro mostraram que o composto
curcumina quando adicionado em hemacias de carneiro promoveu hemolise a partir
da concentracdo de 512 pg/mL considerada 8x superior a CIM. Essa mesma
concentracao foi observada para o composto N-acilhidrazona promovendo lise nos
eritrocitos, em concentragdo 32x superior a CIM. Para o antifungico fluconazol
observou-se que a partir da concentragdo de 64 ug/mL houve lise das hemacias.
Nas figuras 9 e 10 sdo apresentadas as porcentagens de lise dos eritrocitos apos

tratamento com os compostos curcumina e N-acilhidrazona, respectivamente.
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Figura 11. Hemdlise de eritrocitos expressa em porcentagem apds agdo de curcumina e
fluconazol em concentragées variando entre 0,5 a 2048 pg/mL.
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Figura 12. Hemolise de eritrocitos expressa em porcentagem apds acédo de N-acilhidrazona
e fluconazol em concentragdes variando entre 0,5 a 512 pg/mL.
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6 DISCUSSAO

As plantas produzem uma variedade de compostos resultantes do seu
metabolismo primario e secundario. Substancias provenientes do metabolismo
secundario como os polifendis apresentam ampla atividade bioldgica, incluindo
atividade antifungica (Teodoro et al. 2015). A curcumina que € um composto
polifendlico produzido pela C. longa Linn além de estar relacionada ao tratamento de
diversas desordens da saude, vem sendo associada a atividade contra infecgoes
fungicas (Dovigo et al. 2011a). Os compostos que podem ser sintetizados como a N-
acilhidrazona s&o bastantes promissores quanto sua atividade biologica (Negi et al.
2012; Raitz 2012), e assim como verificado neste trabalho quanto a sua capacidade
antifungica. A investigacao para avaliar a viabilidade e utilizacdo desses compostos
contra doengas fungicas deve ser intensificada, a fim de aumentar as opg¢des
terapéuticas.

Para determinacdo da atividade antifungica dos compostos, nesta pesquisa
utilizou-se o método de microdiluicdo em caldo padronizado pelo CLSI/. Os isolados
fungicos utilizados sao pertencentes ao género Candida, por serem leveduras
encontradas em individuos saudaveis, bem como estarem entre os patdégenos
fungicos mais comuns causando infec¢gdes graves principalmente em pessoas
imunodebilitadas (Endo et al. 2010). Esse método, é considerado efetivo, sensivel e
reprodutivel (Mesa-Arango et al. 2009; Vila et al. 2013), além de ser uma técnica
frequentemente utilizada para avaliar a sensibilidade de microrganismos a
substancias biologicamente ativas (Leite et al. 2007; Pinto et al. 2009; Endo et al.
2010; Khan et al. 2010; Zuzarte et al. 2012; Herkert et al. 2015; Mazari et al. 2015;
Durdu et al. 2016). Dessa forma, essa técnica permitiu determinar a concentragao
inibitéria minima e concentragdo fungicida minima dos compostos avaliados neste
estudo.

A inibicdo do crescimento das leveduras pelo composto natural curcumina e
pelo composto sintético N-acilhidrazona mostram a importancia do nosso trabalho.
Segundo Scorzoni et al. (2007), produtos vegetais com atividade antifungica em
concentragdes inibitdrias minimas < 250 pg/mL sdo considerados relevantes para a
pesquisa de substancias com finalidade terapéutica. Borges-Argaez et al. (2007)
consideram que valores de CIM entre 100 e 200 pg/mL séo aceitaveis, enquanto

Aligiannis et al. (2001) sugerem como forte inibicdo CIM até 500 pyg/mL, moderada
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entre 600 e 1500 pyg/mL e fraca inibicdo valores maiores que 1600 pg/mL. Logo,
considerando os resultados obtidos para curcumina e N-acilhidrazona, cujas CIM
foram < 64 yg/mL para a maioria dos isolados de Candida spp, e de acordo com 0s
critérios apresentados, a atividade antifungica desses compostos representa forte
inibigdo fungica.

A atividade antifungica da curcumina verificada neste trabalho corrobora com
a pesquisa de Martins et al. (2009), na qual verificaram que esse composto
apresentou inibicido de isolados de espécies de Candida, Paracoccidioides
brasiliensis e Sporothrix schenckii com variagdo de CIMs entre 32 a = 256 pg/mL.
Neefolar et al. (2011), demostraram que esse polifendl apresentou atividade contra
14 cepas de Candida com CIMs variando entre 250 a 2000 pg/mL. Em outro estudo
realizado por Khan et al. (2012) a atividade anti-Candida de curcumina foi
demonstrada contra 38 diferentes cepas, incluindo algumas resistentes ao
fluconazol. Atividade antimicrobiana também foi verificada por Negi et al. (2014)
contra isolados de Pseudomonas aeruginosa. Além disso, estudos realizado por
Dovigo et al (2013, 2011a,b) demostraram que curcumina apresentou ser um
composto fotossensibilizador de elevado potencial fungicida para terapia
fotodinamica, especialmente contra Candida spp. Essas pesquisas demostram o
significativo potencial antifungico de curcumina.

Os compostos sintéticos, como os derivados hidrazonas, possuem uma
grande variedade de atividades bioldgicas compreendendo atividade antimicrobiana
e especificamente antifungica (Altintop et al. 2012). Alguns pesquisadores
sintetizaram e avaliaram a atividade bioloégica de diferentes hidrazonas, muitos
demostrando atividade contra espécies de Candida. Secci et al. (2012)
desenvolveram um novo derivado de hidrazina (precursora da hidrazona) e
avaliaram a atividade in vitro contra Candida que exibiu CIM de 0,25 ug/mL, da
mesma maneira derivados hidrazinas foram sintetizados por Maillard et al. (2013) e
relataram apresentar CIM de 0,25 uyg/mL. Altintop et al. (2012) desenvolveram e
avaliaram a atividade in-vitro de novos derivados hidrazonas, e relataram CIM de
0,05 pyg/mL contra leveduras. Em nossa pesquisa a atividade contra espécies de
Candida foi semelhante a esses trabalhos, com CIM de 16 yg/mL para 35% dos
isolados. Afirmando o potencial antimicrobiano dos derivados hidrazonas,
Kugukguzel et al. (1999) demostraram CIM igual a 32 yg/mL contra Mycobacterium
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fortuitum, Tavares et al. (1999) relataram CIM variando entre 0.16-63 pyg/mL contra
Staphylococcus aureus e Ulusoy et al. (2000) verificaram que derivados hidrazinas
apresentaram atividade antibacteriana contra S. aureus, Saphylococcus epidermidis
e atividade antifungica contra Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum e
Microsporum audounii com variagéo de CIM de 0.24 a 25 ug/mL.

O método de curva de morte pode ser utilizado para a avaliagdo de novos
agentes antimicrobianos, pois permite uma analise dindmica da interacdo entre o
agente antimicrobiano e o microrganismo, evidenciando utilidade clinica maior que
determinagdes estaticas como a CFM (Pfaller et al. 2004). Neste trabalho, a cinética
de crescimento de C. albicans apos tratamento com curcumina apresentou redugao
significativa (p<0.05) em todos os tempos analisados, mas n&o mostrou reducdo =
que 99% das células, permitindo verificar agcdo fungistatica desse composto.
Corroborando com nossos resultados Khan et al. (2012) verificaram o efeito sobre o
padrao de crescimento de C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis na presenca de
curcumina, onde apds 10 horas de incubacé&o ocorreu uma diminuigdo significativa
no crescimento fungico, no entanto em comparagdo com o controle a redugao foi
igual a 50,27% n&o atingindo o valor para ser considerado fungicida, verificamos no
presente estudo reducao de 40,3% no numero de células viaveis em 64 yg/mL de
curcumina, ao final de 48 horas de incubagao. A acgéo fungistatica de curcumina foi
verificada por Kumar et al. (2014), onde demonstraram que esse polifendl
isoladamente em 256 ug/mL ndo afetou significamente o crescimento de Candida
spp. Em nosso estudo, a curvas de fluconazol em 2 pg/mL teve redugéo < 1 log10
UFC/mL em comparagdo com a curva de controle apresentando ac¢do fungistatica,
da mesma maneira essa acdo foi verificada por Klepser et al. (1998) que
demonstraram reduzida separacio entre as curvas do indculo inicial e as curvas de
fluconazol.

Entre curcumina e N-acilhidrazona em suas respectivas CIMs, curcumina
mostrou apresentar agédo fungistatica mais proxima do fluconazol, exibindo curvas
paralelas a esse antifungico. As pesquisas investigativas da interferéncia dos
derivados hidrazonas sobre os microrganismos sdo escassas. Dessa forma, nosso
trabalho apresentou resultados quanto a influéncia do composto N-acilhidrazona
sobre a cinética de crescimento de Candida spp. demostrando que apenas em 2

CIM esse derivado ndo reduziu significamente o crescimento das leveduras
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(p>0.05), devido ser essa a menor concentragdo desse composto.

O possivel mecanismo de agao da curcumina e da N-acilhidrazona sobre a
membrana plasmatica foi analisado através da avaliagdo da interferéncia desses
compostos na quantidade de ergosterol produzida por C. albicans ATCC 28367. O
ergosterol € um importante componente da membrana celular dos fungos, assim, a
quantificacdo desse esterol apds exposigdo das células fungicas aos compostos
permitiu verificar se estes possuem mecanismo de acgao similar aos azodlicos,
inibindo a sintese de ergosterol (Khan et al. 2010).

Desta forma, os nossos resultados de redugédo da sintese de ergosterol da
célula fungica submetida a agdo de curcumina e N-acilhidrazona mostram que esses
compostos sdo capazes de interferir na biossintese desse lipideo quando
comparados com o controle, pois curcumina na CIM de 64 ug/mL foi capaz de
reduzir o ergosterol em 29,56% e N-acilhidrazona na CIM de 16 pyg/mL mostrou uma
reducao de 53,57% do ergosterol presente em C. albicans. A redugdo do conteudo
de ergosterol de Candida spp. apos agao de curcumina foi verificada por Neelofar et
al. (2010) que demonstraram uma reducdo de 70 e 53% de Candida albicans e
Candida glabrata apds exposi¢cao a curcumina. Dovigo et al. (2013) sugerem que o
mecanismo antifungico da curcumina pode estar relacionado com alteragbes das
atividades ATPase da membrana plasmatica, por meio de modificacbes na
biossintese de ergosterol ou com a secregédo de proteinases. Sharma et al. (2012)
sugeriram que o polifendl curcumina pode alterar a regulacdo genética relacionada
ao ergosterol e a homeostase dos lipideos da membrana. Estes estudos sugerem
um mecanismo de acao para este composto associado a membrana, corroborando
com nossos resultados.

O possivel mecanismo de acédo do derivado N-acilhidrazona nao é reportado
na literatura, o que constitui o presente estudo uma primeira analise desse
composto. Verifica-se pelo método de doseamento de ergosterol que esse derivado
apresentou melhor interferéncia na biossintese do ergosterol quando comparado
com a curcumina, em suas respectivas CIMs. Observa-se ainda que, em
concentragbes superiores a 16 pg/mL a redugao chega préximo a 100%, nossos
resultados sugerem que um dos possiveis mecanismo de agdo da N-acilhidrazona
seja a redugdo da sintese de ergosterol.

O teste de citotoxicidade in vitro se encontra entre os primeiros ensaios para

avaliacdo do comportamento de um farmaco em células semelhantes a humanas,
40



antecedendo os testes in vivo. Neste trabalho foi realizado o ensaio de atividade
hemolitica como teste de citotoxicidade, assim como realizado por He et al. (2007)
que permitiu a verificagdo do polifendl eugenol encontrado no dleo essencial de
cravo produzindo hemolise em eritrocitos. O eugenol mostrou menos citotoxicidade
que o antifungico anfotericina B, pois eugenol em 2000 mg/L causou hemdlise em
4,4% dos eritrocitos, enquanto o antifungico convencional foi de 100% na
concentragcéo de 100 mg/L.

Os valores de citoxicidade encontrados em nosso trabalho para o composto
curcumina mostram que na CIM ele ndo provoca hemolise em hemacias de carneiro,
lisando hemacias em concentragdes a partir de 512 pg/mL. Khan et al. (2012)
verificaram atividade citotdxica da curcumina em concentracdes a partir de 650
Mg/mL causando hemdlise em 11,45% dos eritrocitos, nesse mesmo trabalho
verificaram que o fluconazol em 32 yg/mL provocou hemoélise em 20% das células.
N&o ha relatos na literatura sobre atividade citotoxica de N-acilhidrazona, porém em
nosso estudo esse derivado demonstrou baixa atividade hemolitica. A lise das
hemacias por N-acilhidrazona ocorreu a partir de 512 pg/mL correspondendo ao
valor de 1,18%, verifica-se que o composto natural curcumina apresentou maior
atividade hemolitica (1,79%) quando comparado com a N-acilhidrazona, ambos em
concentragdes a partir de 512 ug/mL.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que esses compostos
representam um potencial terapéutico contra infec¢des fungicas, apos estudos mais

detalhados de farmacologia e toxicidade para validagdo como farmacos.
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7

CONCLUSOES

Com base nas condi¢cdes experimentais deste estudo e de acordo com os

resultados obtidos, é possivel concluir que:

O meétodo de suscetibilidade in vitro permitiu determinar os valores de CIMs
para os compostos morina, hesperetina, boldina, curcumina e quatro N-
acilhidrazonas (286, 256, 272 e 216 uM).

Os compostos curcumina e N-acilhidrazona com peso molecular 256
apresentaram melhor atividade antifungica contra leveduras do género
Candida, apresentando CIM de 64 ug/mL e 16 pg/mL para a maioria dos
isolados, respectivamente.

Ao realizar a Concentragédo Fungicida Minima, para a maioria dos isolados de
Candida os compostos apresentaram atividade fungistatica, pois a inibigcdo do
crescimento foi observada em concentragdes superiores a 4x CIM.

A atividade fungistatica do polifendl curcumina e do derivado N-acilhidrazona,
confirmou-se quando avaliados sobre a interferéncia na cinética de
crescimento de C. albicans, onde mostraram reducéo das leveduras < 99,9%.
A reducgao de ergosterol verificada na presenga dos compostos curcumina e
N-acilhidrazona faz pressupor que possivelmente estes compostos atuem na
sintese desse importante esterol presente na membrana celular de Candida.
Reduzida citotoxicidade in vitro de curcumina e N-acilhidrazona foram
confirmadas pela baixa atividade hemolitica em eritrocitos de carneiro.

As estratégias atuais para tratamento de candidiase sdo limitadas devido a
fatores como alta toxicidade para o hospedeiro e resisténcia das leveduras. A
otimizagao desses compostos através de ensaios cientificos pode viabilizar o
desenvolvimento de  agentes farmacologicamente  aceitaveis e

suficientemente potentes para serem uteis como antifungicos.
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