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RESUMO

Atualmente, a busca de novos agentes antifingicos vem crescendo, devido
principalmente ao avango da ocorréncia de infec¢des flingicas e a resisténcia aos farmacos
antifingicos existentes. A membrana e a parede celular fungica sdo estruturas de importancia
médica, uma vez que os mecanismos de acdo dos antifingicos estdo relacionados a estes
alvos. Amplamente distribuidas na natureza, as naftoquinonas, por possuirem baixo grau de
toxicidade e variadas atividades biologicas, dentre elas, a atividade antifungica, despertam
grande interesse. Portanto, este projeto pretendeu avaliar a atividade antifungica in vitro de
uma nova naftoquinona semissintética 1VS320 (1H-cyclopenta[b]naphtho[2,3-d]furan-
5,10(3aH,10bH)-dione) em cepas de Candida albicans (ATCC 36232) e investigar possiveis
mecanismos de acdo na parede e membrana celular, através dos ensaios de sorbitol, ergosterol
e pela avaliagdo da liberagdo de material intracelular (efluxo de potéassio intracelular e
mensuracao de extravasamento de nucleotideos). A naftoquinona semissintética foi avaliada
em ensaio de inibicao do crescimento das hifas de Candida albicans, contudo a concentragao
inibitoéria minima (CIM) da IVS320 permaneceu de 50 pg/mL para 50 pg/mL na presenca do
sorbitol 0,8 M, sugerindo que o composto ndo poderia exercer agdo na parede celular fungica.
A CIM de IVS320 foi avaliada, ainda, através do ensaio ergosterol, porém nao variou em
diferentes concentracdes de ergosterol exdgeno, sugerindo que ndo apresenta este mecanismo
de agdo na membrana fingica. Resultados demonstraram que houve efluxo de K" das células
fingicas para o meio extracelular com a presenca da naftoquinona semissintética, assim como
o extravasamento de substincias que absorvem a 260 nm, concluindo-se que o composto

interfere na permeabilidade da membrana celular.

Palavras Chaves: naftoquinonas, mecanismo de acao, atividade antifungica.



ABSTRACT

Nowadays, the search for new antifungal agents is increasing, mainly due to the
occurrence of fungal infections progress and resistence of existing antifungal drugs. The
membrane and the fungal cell wall are structures of medical importance, since the
mechanisms of action of antifungal drugs are related to these targets. Largely distributed in
nature, the naphthoquinones, for having a low degree of toxicity and varied biological
activities, among them, the antifungal activity, arouse great interest. Therefore, this project
intended to evaluate the in vitro antifungal activity of a new semisynthetic naphthoquinone
IVS320 (1H-cyclopenta [b] naphtho [2,3-d] furan-5, 10 (3aH, 10BH)-dione) in strains of
Candida albicans (ATCC 36232) and investigate possible mechanisms of action in the cell
wall and membrane, through the trials of sorbitol, ergosterol and liberation of intracellular
material (efflux of intracellular potassium and measurement of leakage of nucleotides). The
semisynthetic naphthoquinone was evaluated in test hyphal growth inhibition of Candida
albicans, however, the minimum inhibitory concentration (MIC) of IVS320 remained 50
ng/mL to 50 pug/mL in the presence of 0.8 M sorbitol, suggesting that compound could not act
in the fungal cell wall. The MIC of IVS320 was evaluated also by ergosterol test, but cause no
change in different concentrations of exogenous ergosterol, suggesting that this mechanism
has no action in fungal membrane. Results showed that there was K efflux of the fungal cells
to the extracellular matrix in the presence of semisynthetic naphthoquinone as well as
extravasament of substances that absorbing at 260 nm, concluded that the compound

interferes in the cell membrane permeability.

Key Words: naphthoquinones, mechanism of action, antifungal activity.



SUMARIO
LINTRODUQGAO ..o 7
2LOBJIETIVOS. ...ttt ettt e et e et e e et e e s sta e e s sbaeessbeeessseeesseeensseeennees 8
B € ¥ | RSP RSRRPRRRRRSRN 8
2.2 ESPECIIICOS. ..ieutieieiiiiieitieeiee ettt ettt ettt e bt et e et e e e teeesseessaeenseessaeesseesssesnseensseenns 8
3.REVISAO BIBLIOGRAFICA...........oooooiiiiiriieeiesiiee s 8
B0 FUNZOS. .. ittt ettt et e et e et e et e e st eebe e ta e e b e e raeerbeeaaeenbeetaeeabeereeenseennes 8
3.2 Candida albiCans..........ccoueeierieriieieeierie ettt 9
3.3 Agentes antiflNgICOS. ......ccviiiieriieiieiie ettt et ete et eeaeereeseaeeneeeenas 9
3.4 NaftOQUINONAS. ......eietieieiieiieeieesiteeteeteeeaeesteeebeesteeesbeesseeeseesseeesseensseesseessseenns 9
4. METODOLOGIA............ooieeeee ettt e et e e sae e et e e ssreeesaaeesnseeennsee s 10
4.1. Modelo de EStUAO.......cveuiiiiieiieiieeeeeeee e 11
4.2. Universo de EStUdO.......ccueviiiiiiiiieiiciceeee e 11
4.2.1 1H-cyclopenta[b]naphtho[2,3-d]furan-5,10(3aH,10bH)-dione....... 12
4.2.2.Dr0gas-PAAIA0. .......ccoveerieriieriereeeeeteeete ettt eee e ereeae e eereeaseeaeeenas 12
4.2.3. Cepas PAATAO........ccvvieieeriereeieeie ettt ettt b e e e esreeaeereeereeanens 12
4.2.4. Preparacao do iNOCUIO........c.ccovieeiiuieiieieciiciece e 12
4.2.5.Preparagdo dos antifingiCos..........cc.eeveevueevieeieiuieieeieeieeee e 12
4.2.5.1 Para ensaio SOrbitol.........cccceverieirieieieieieee e 13
4.2.5.2 Para ensaio ergosterol.........cccccvevvieeerrierieeieciiere e 13
4.3, ENSAI0S. c.evieuieuienieieeteete et et et et et e testestesteete e st e st et e b e eteeaeeseene st e st et ententenaeeaeens 13
4.3.1 Ensaio SOrbito].....c.ceveierieriiriieieeiieieeieeeieee e 13

4.3.2 Efeito do ergosterol na CIM da naftoquinona...............ccoeeveevvenennnn. 13



4.3.4 Mensuragao do efluxo de potassio intracelular............cccceeveeennennn.

4.3.4 Mensuragao de extravasamento de nucleotideos.............cccueeeennee

5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ...........cocooimiiiiieieeieeeeeeeeeeese e

5.1 ENSAI0 SOIDITOL...eneeee ettt e e e e e et e e e e e e eeeeeaneaens

5.2 Ensaio Ergosterol.........cooouiiiiiiiiiiieeiieeeeeee et

5.3 Acao sobre 0 efluxo de POtASSIO.......ueeeiiieriieeriieeiee ettt

5.4 Extravasamento de substancias que absorvem a 260 NM..........cccceeeeuveeennennns

6. CONCLUSAO.....
7. REFERENCIAS..

8. CRONOGRAMA

14

14

14

15

15

16

17

18

19

20



1. INTRODUCAO

Ao longo dos ultimos anos, a ocorréncia de infec¢des fungicas em humanos vem
aumentando, representando um problema para a saude devido a alta morbidade e mortalidade
em todo o mundo. O tratamento das micoses ndo ¢ sempre efetivo, pois os antifungicos
podem levar a recidiva das infec¢des e podem apresentar importante toxicidade (SHARON et.

al., 2007).

O fungo Candida albicans ¢ comensal em seres humanos, no entanto, muitas vezes
torna-se patogénico, podendo resultar em infeccdes da corrente sanguinea em pacientes
vulneraveis, com consideravel morbidade. Infelizmente, nos ultimos anos, as cepas de fungos
dificeis de tratar, tais como as espécies de Candida resistentes aos azodis, assim como 0S

fungos patogénicos e invasivos tém aumentado drasticamente (LEE, et al., 2012).

A terapéutica para tratamento das micoses causadas por Candida spp. e outras
espécies fungicas tem sido baseada na utilizagdo de classes quimicas diferentes de
antifingicos, tais como os polienos (Anfotericina B) e az6is (flucon azol e cetoconazol),
equinocandinas (caspofugina), alilaminas (terbinafina) e analogos de pirimidinas (flucitosina)
(GARNACHO-MONTERO et. al., 2011).

Segundo Yunes & Calixto (2001), a busca por novos agentes antifungicos mais
ativos, com menos efeitos colaterais e menos efeitos toxicos ¢ de grande importincia no
tratamento das infecgdes fingicas.

Contudo, este projeto pretende quantificar a atividade dos extratos € compostos
isolados de uma nova naftoquinona semissintética (1H-cyclopenta[b]naphtho[2,3-d]furan-
5,10(3aH,10bH)-dione) pela determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) e
investigar possiveis mecanismos de agcdo antifingicos, pela avaliacao da liberagdo de material

intracelular e pelos efeitos de sorbitol e ergosterol frente a Candida albicans ATCC 36232.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Realizar ensaios preliminares com a finalidade de investigar o mecanismo da agdo
antifingica de uma nova naftoquinona semissintética (1H-cyclopenta[b]naphtho[2,3-d]furan-
5,10(3aH,10bH)-dione) frente a C. albicans ATCC 36232.

2.2 Especificos:
v’ Analisar a a¢do da naftoquinona semissintética sobre a parede celular fingica.
v’ Analisar a a¢do da naftoquinona semissintética sobre a producdo do ergosterol.
v' Analisar a agdo da naftoquinona semissintética sobre o efluxo de K.

v Analisa a a¢do da naftoquinona no extravasamento de acidos nucleicos.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fungos

Os fungos sao classificados em seu proprio reino, Reino Fungi (Myceteae). Eles sado
organismos eucarioticos, distinguidos dos outros eucariotos por ter uma rigida parede celular
composta de quitina e glucana e uma membrana celular na qual o colesterol ¢ substituido por
ergosterol como o componente principal de esterol (MURRAY, 2006).

Duas estruturas celulares fungicas exibem importancia médica, a membrana e a
parede celular. O ergosterol € responsavel por inimeras caracteristicas fisicas importantes das
membranas, tais como estrutura, permeabilidade e modulacao da fluidez. Sua auséncia causa
alteragdes na permeabilidade da membrana plasmatica e inibi¢do do crescimento (Santos e
Carvalho, 2001; Thevissen et al., 2003 apud Leite et al.,2005). O ergosterol estd envolvido
também no funcionamento de varias enzimas que se ligam a membrana da célula do fungo,
como a quitina sintetase, enzima importante para o crescimento e divisio celular (LEAO

RIBEIRO et al., 2004).



A parede celular dos fungos realiza fungdes essenciais para o desenvolvimento dos
mesmos: da protegdo fisica contra outros microrganismos ou contra os fagocitos do
hospedeiro, mantém o equilibrio osmético da célula, regula a forma da célula e também
intermedia a comunicagdo entre as células fungicas e reagdes enzimaticas. Alguns compostos
antifngicos inibem a sintese de quitina da parede celular, um polissacarideo essencial para a
manutengao da rigidez da estrutura da parede dos fungos, que nao estd presente em células de

mamiferos (M. L. Maffei, 2007).

3.2 Candida albicans

De acordo com Cavassani et al. (2002), a candidiase ¢ uma micose ocasionada por
fungos do género Candida, constituido de 81 espécies, pertencentes a familia
Cryptococcaceae. Em que dentre essas espécies, a mais conhecida e de maior importancia
clinica € C. albicans. A maioria dos estudos mostra que a espécie C. albicans constitui 60%

dos isolados de amostras clinicas. A lesdo ocasionada pode ser branda, aguda ou crénica,

superficial ou profunda, e de espectro clinico bem variavel (BARBEDO; SGARBI, 2010).

Esta espécie ¢ sem duvida alguma a espécie mais frequente isolada de infecgdes
superficiais e invasivas em diferentes sitios anatdmicos e em casuisticas de todas as partes do
mundo. Trata-se de levedura com potencial patogénico bastante conhecido, apresentando
como principais fatores de patogenicidade e viruléncia a capacidade de aderéncia a diferentes
mucosas ¢ epitélios, a termotolerancia significativa, ¢ a producdo de enzimas como

proteinases e fosfolipases (COLOMBO, 2003).

3.3 Agentes antifungicos
De acordo com Rang & Dale (2011), o fluconazol, cetoconazol e itraconazol sdo

az6is que inibem a enzima flingica 3o do citocromo P450, lanosina 14a-desmetilase, que é
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responsavel pela conversao do lanosterol em ergosterol, principal esterol da membrana celular
fungica. A deplecao resultante de ergosterol altera a fluidez da membrana e isso interfere na
acdo das suas enzimas, inibindo a sua replicacao.

Por outro lado, o antibidtico antifungico anfotericina B, padrdo-ouro para o
tratamento das infec¢des fungicas causadas por Candida, tem acdo nas membranas celulares
fungicas, onde ela interfere na permeabilidade e nas fungdes de transporte. Sua propriedade
mais importante ¢ provavelmente sua capacidade de formar grandes poros na membrana. O
centro hidrofilico da molécula cria um canal i6nico transmembrana, causando altera¢des
graves no equilibrio idnico, incluindo perda de K' intracelular. E a nistatina, que é um
antibidtico com estrutura similar a da anfotericina e com o mesmo mecanismo de acao. Porém
de uso limitado as infecgdes por Candida na pele, membranas mucosas e trato gastrintestinal

(RANG & DALE, 2011).

3.4 Naftoquinonas

As quinonas naturais e sintéticas sdo substancias reconhecidamente possuidoras de
potentes e variados tipos de atividades biologicas como antitumorais, moluscicidas,
leishmanicidas, anti-inflamatérias, antifingicas, tripanocidas e antiprotozoarias. (ALVES,
2008). Sendo o lapachol e a p-lapachona consideradas as naftoquinonas que mais
influenciaram atualmente nas pesquisas em quimica e farmacologia de quinonas (CRUZ,
2012).

Ferreira (2010) aponta que a B-lapachona foi preparada pela primeira vez, em 1892, a
partir do lapachol por Hooker e que desde entdo os protocolos comumente utilizados para a
sintese da PB-lapachona sdo baseados na ciclizagdo catalisada por acido do lapachol, o qual ¢
obtido do cerne das arvores conhecidas como Lapacho (ipé roxo), ou sintetizado a partir da 2-

hidroxi-1,4-naftoquinona (Lausona).
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Nos ultimos anos o interesse pelas naftoquinonas ¢ crescente, uma vez que sao
amplamente encontradas e natureza, por possuirem variadas atividades bioldgicas e nao
apresentaram atividade hemolitica ou efeito citotoxico. Dentre as quais, destacamos a
atividade antifingica de compostos obtidos por semissintese a partir de lausona na presenca
de olefinas contra espécies de Candida, inclusive C. albicans (FERREIRA et. al, 2010;
FREIRE et al., 2010).

Diante desse fato, a busca por novos agentes antifingicos mais ativos, com menos
efeitos colaterais e menos efeitos toxicos tem sido de grande importancia no tratamento das
infeccoes fungicas. (FERREIRA et. al., 2010).

Freire et. al. (2010) descreveram a sintese e a potente atividade antifingica de
algumas naftoquinonas, dentre elas a IVS320 (1H-cyclopenta[b]naphtho[2,3-d]furan-
5,10(3aH,10bH)-dione) frente a seis espécies de Candida sendo que o composto mais ativo
obteve CIM (concentracdo inibitéria minina) de 0.54uM, uma concentracdo inferior a dos
medicamentos disponiveis no mercado. Deve-se acrescentar ainda que, essas naftoquinonas
nao apresentaram atividade hemolitica ou efeito citotoxico.

Faz-se necessario estudar in vitro o possivel mecanismo de agdo desse novo provavel
agente antifngico denominado IVS320 com a finalidade de analisar os possiveis alvos de
acdo da naftoquinona, se age direta ou indiretamente no envelope celular (parede ou
membrana plasmatica) do fungo, ou seja, particularmente na biossintese do ergosterol, o

esterol principal constituinte da membrana fingica.

4. METODOLOGIA

4.1 Modelo de estudo
Estudo experimental que teve como objetivo investigar o possivel mecanismo de agao

de uma nova naftoquinona semissintética com atividade antifingica.
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4.2 Universo de estudo

4.2.1 1H-cyclopenta[b]naphtho|2,3-d]furan-5,10(3aH,10bH)-dione

A naftoquinona que estudada no presente trabalho ¢ identificada como IVS320, foi
sintetizada por metodologia propria, pelo grupo de pesquisa do Doutor Vitor Francisco
Ferreira do Departamento de Quimica Organica da Universidade Federal Fluminense — UFF,
a partir da lausona, isoladas e caracterizadas por métodos cromatograficos e espectroscopicos.

4.2.2 Drogas padrao

Os antifingicos cetoconazol, e anfotericina B (Sigma) foram diluidos conforme
especificado no protocolo M27-A2 do CLSI, 2002. O cetoconazol e fluconazol foram diluidos
em agua estéril e a anfotericina B foi dissolvida em DMSO para preparo das solugdes estoque
2mg/mL. Apos as dilui¢des, obtivemos as concentracdes finais de 64; 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5;
0,25 € 0,125uL/mL em meio de cultura RPMI 1640.

4.2.3 Cepa padrao

Foi testada a cepa ATCC (American Type Culture Collection) 36232 de Candida
albicans pertencente a cole¢do de microrganismos do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA).

4.2.4 Preparacio do inéculo

Primeiramente, foi realizado repique da cultura de Candida albicans em tubos estéreis
com agar Sabouraud Dextrose na qual a temperatura de incubagdo permaneceu em 35°C. O
in6culo foi preparado escolhendo 5 colonias com didmetro de aproximadamente 1mm de
cultura de 48h, estas foram suspensas em SmL de solucdo estéril 0,15mol/L (salina a 0,85%).
A suspensdo resultante foi homogeneizada e com o auxilio de uma pipeta foi retirado uma
pequena quantidade a acrescentado na camara de Neubauer para a realizacdo da contagem

celular e calculos com a finalidade de obter uma suspensdo-padrao de levedura contendo
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1x10° a 5x10° células/mL. Foi realizado uma diluicdo 1:100 seguida de uma diluig¢do de 1:20
da suspensdo-padrio com meio liquido RPMI 1640 que resultou em concentragio de 2,5x10°
células/mL>.

4.2.5 Preparo dos antifungicos:

4.2.5.1 Para ensaio sorbitol:
Anfotericina: 64pulL da solucdo 2mg/mL de anfotericina avolumado com 1936 mL de meio
RPMI mais sorbitol; Cetoconazol: 64uL da solu¢do 2mg/mL de cetoconazol avolumado com
1936 mL de meio RPMI mais sorbitol; IVS 320: 200uL da solugdo 2mg/mL de IVS 320
avolumado com 1800 mL de meio RPMI mais sorbitol.

4.2.5.2 Para ensaio ergosterol:

Anfotericina: 64uL da solugcdo 2mg/mL de anfotericina e adicionado 1936 mL de meio RPMI.

4.3 Ensaios:

4.3.1 Ensaio sorbitol

Com objetivo de avaliar a interferéncia das naftoquinonas na formacao da parede
celular fingica foi realizado o ensaio descrito por Silva Junior et. al. (2010). Foi verificada a
influéncia do sorbitol, que ¢ um osmoprotetor, no crescimento do fungo Candida albicans
ATCC 36232. A CIM das naftoquinona contra Candida albicans ATCC 36232 foi
determinada por método de microdiluicio em caldo (CLSI M27-A2), o Sorbitol foi
adicionado ao meio de cultura para dar uma concentragao final de 0,8 M. Apos a incubagdo a
25 ° C, as placas foram lidas em 48h (Frost et al., 1995).

4.3.2 Efeito do ergosterol na CIM da naftoquinona

Com o objetivo de avaliar a acdo da naftoquinona na sintese do ergosterol foi

utilizado o ensaio descrito por Silva Junior et. al. (2010). A CIM das naftoquinona contra

Candida albicans ATCC 36232 foi determinada por método de microdilui¢ao em caldo (CLSI
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M27-A2), com e sem a adi¢ao de ergosterol (Sigma), as concentragdes de 200, 400 e 800
ng/mL foram avaliadas. Este ensaio foi realizado em triplicata.

4.3.3 Mensuracao do efluxo de potassio intracelular

Com o objetivo de avaliar a agdo das naftoquinona nas trocas idnicas celulares foi

utilizado o ensaio descrito por Hao et al (2009). O ensaio foi realizado com o fungo Candida
albicans ATCC 36232, na CIM que a naftoquinona apresentou atividade. O efluxo de K foi
mensurado usando a técnica de eletrodo ion-seletivo (OMNI-C analyzer, ROCHE).
Resumidamente, o microrganismo foi cultivado overnight (35 °C), as células foram lavadas e
ressuspendidas a concentragdo de 1 x 107 células/mL em tampio fosfato de sodio (pH 7.2).
Um mililitro da suspensao de fungos foi incubado com a naftoquinona por diferentes tempos,
A quantidade de K" liberado foi mensurada e comparada com a cultura controle (auséncia da
naftoquinona). O procedimento foi realizado em triplicata.

4.3.4 Mensuracao do extravasamento de nucleotideos

Foi investigada a capacidade da naftoquinona de causar extravasamento extracelular
de nucleotideos como descrito por Tang et al (2008). Foi utilizada uma cultura na fase
logaritmica do crescimento do fungo Candida albicans ATCC 36232. As células obtidas
(1x107) foram lavadas e resuspendidas em tampdo PBS (10 mM, pH 7.4). Estas foram
incubadas com a naftoquinona na concentragdo da CIM por diferentes tempos. Um
experimento contendo o fungo incubado com salina (PBS) foi usado como controle. Apds
centrifugacao, foi quantificada a absortividade do sobrenadante da cultura no comprimento de

onda de 260 nm (SPECTRONIC, GENESYS 5, MILTON ROY).

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Varios ensaios foram realizados com a finalidade de avaliar a acdo antifingica da

naftoquinona semissintética (IVS 320) frente a Candida albicans ATCC 36232.
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5.1 Ensaio Sorbitol

O ensaio do sorbitol ¢ baseado na extensdo e capacidade dos danos que uma
determinada substancia possa causar aos componentes da parede celular fingica, e provocar
lise das células na auséncia do sorbitol, que funciona como um osmoprotetor (FROST, et al
1995). Se o produto age de alguma forma sobre a parede celular fingica, ird causar a lise de
suas cé¢lulas, quando na auséncia de um estabilizador osmotico. Assim, este teste compara a
CIM de produtos antifungicos, na auséncia e presenga de 0,8M de sorbitol, um protetor
osmotico utilizado para estabilizar os protoplastos de fungos (PEREIRA, 2009).

A concentragdo inibitoria minima (CIM) da IVS320 frente a Candida albicans
ATCC 36232, foi avaliada na presenca e auséncia de sorbitol 0,8M. Se na presenca de
sorbitol, um osmoprotetor, a CIM da droga ¢ aumentada, indica-se que a droga pode estar
agindo na parede do fungo (FROST et al., 1995).

A CIM da naftoquinona (IVS 320) obtida na auséncia do sorbitol foi de 50ug/ml e na
presenca foi também de 50ug/ml apds 72 horas de incubagdo, o que sugere que IVS320 nao
atua através da inibicdo dos mecanismos que controlam a sintese ou a existéncia da parede

celular fungica.

5.2 Ensaio Ergosterol

Este ensaio teve como objetivo avaliar a acdo da [IVS320 na sintese do ergosterol. Essa
avaliagcdo ¢ importante, pois as maiorias dos farmacos antifiungicos atuam sobre a membrana
plasmatica da célula fingica e interfere em grande parte das vezes no metabolismo do
ergosterol. Como exemplo, temos os azois, agentes antiflingicos sintéticos que inibem o
sistema enzimatico dependente do citocromo P450, responsavel pela conversao do lanosterol

em ergosterol — principal esterol na membrana fungica (RANG & DALE, 2011).
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Entende-se que a reducdo de ergosterol altera a fluidez da membrana, logo o
aumento nos valores de CIM na presenca de ergosterol indica interferéncia.

Foi possivel identificar que a IVS230 nao interage com o ergosterol da membrana
frente as células de C. albicans ATCC 36232, permanecendo inalterada em diferentes
concentragoes (200 a 800ug/mL) de ergosterol exdgeno. Somente a droga-padrdo anfotericina

B, que possui grande especificidade pelo ergosterol, apresentou um aumento de 4x da CIM.

A realizagdo deste ensaio foi importante, pois as maiorias dos fAirmacos antifungicos
atuam sobre a membrana plasmatica celular fungica que interfere no metabolismo do

ergosterol.

Ensaio Ergosterol

= CIM IVS320

Xcam

2 CIM
Anfotericina

1
(0] 200 400 600 800

Concentragdo Ergosterol pg/ml

Figura 4. Efeito do ergosterol exdgeno (200 a 800pg/mL) sobre a CIM de IVS320 e anfotericina B
frente a Candida albicans ATCC 36232. A CIM 1VS320 permaneceu inalterada.

Logo, este resultado sugere que esta naftoquinona semissintética ndo apresenta

possivel mecanismo de agdo na membrana celular fungica relacionado ao ergosterol.

5.3 Acao sobre o efluxo de potassio

Este ensaio teve como objetivo de avaliar a acdo da IVS320 nas trocas i0nicas das
células fungicas de Candida albicans ATCC 36232. Foi possivel investigar o efeito de efluxo
de potassio perante a membrana celular, a qual ¢ responsavel pelo controle osmoético e

~ ~ . . , + .
manutenc¢ao da concentracao diferencial de ions, como o K intracelular.
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Ac3o sobre o efluxo de potassio
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Figura 5: Agdo da IVS320 sobre o efluxo de K' frente a C. albicans ATCC 36232.

Os resultados demonstraram que houve efluxo de K das células de Candida albicans
ATCC 36232 para o meio extracelular com a presenca da naftoquinona. O grafico indica que
ndo ocorreram alteragdes na concentragdo extracelular de K da cultura controle, pois esta se
manteve constante durante a incubagdo. A relagdo da quantidade relativa de ions K™ e a
duracdo da incubacao indicou a permeabilidade da membrana fungica, processo fundamental

para a manutencao intracelular da célula, que aumentou até 4h.

5.4 Extravasamento de substincias que absorvem a 260 nm

Este ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar se a IVS320 age na membrana
celular.Verificou-se se esta naftoquinona tem a capacidade de causar extravasamento
extracelular de acidos nucléicos, quantificados do sobrenadante da cultura no comprimento de
onda de 260 nm, espectro de absorbancia maxima de nucleotideos. Caso ocorra a ruptura da
estabilidade da membrana fungica, as substancias da célula sdo extravasados do meio
intracelular para o extracelular.

A IVS320 (1xCIM e 4xCIM) adicionada a suspensdes de Candida albicans ATCC
36232, foram analisadas em intervalos de tempo de 1, 2, 4 e 6h. A figura mostra a relagdo da

naftoquinona ao acido perclorico, que produz 100% de extravasamento celular.
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Ensaio de extravasamento de substancias que absorvem a 260 nm

120

100 -
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—4—1V$320 (1xCIM)

% Extravasamento celular

Figura 6: Ensaio de extravasamento de substancias que absorvem a 260 nm frente a C. albicans
ATCC 36232.

A 1xCIM da IVS320 causou aumentos de 6, 9, 17 e 21%, ja a 4xCIM causou um
aumento de 2,6x no extravasamento de nucleotideos, com 14, 25, 42 ¢ 61% em tempos de 1,
2, 4 e 6h respectivamente. De acordo com os resultados obtidos, ¢ possivel afirmar que a

IVS230 age na membrana celular do fungo.

6. CONCLUSAO

A naftoquinona semissintética, denominada V320, ndo afetou a parede celular de

. . r J4 . +
Candida albicans, porém demonstrou através dos ensaios de efluxo de K' e extravasamento
de nucleotideos causarem alteracoes na atividade da membrana celular, sem relagdao de

interacao com o ergosterol.
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