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RESUMO

O género Candida é considerado um fungo oportunista por causar infec¢gdes em
pacientes imunossuprimidos. Sendo capaz de causar infecgdes superficiais até
invasivas, podendo ser fatais. Dentre as espécies do género Candida, Candida
albicans possui maior prevaléncia dos casos de candidoses e Candida krusei
tem destaque por ser intrinsecamente resistente aos farmacos de escolha para
o tratamento de fungemias. O potencial de viruléncia e patogenicidade desses
fungos podem estar associados a sua capacidade de produzir biofilmes em
superficies abidticas e bidticas. O estudo de novas terapias é necessario uma
vez que os farmacos de escolha tém se tornado menos eficazes em tratamentos
dessas fungemias e sua patogenicidade. Os dois compostos organicos
sintéticos, compostos organocalcogéneos, disseleneto de difenila (PhSe)2 e p-
cloro disseleneto de difenila (pCIl-PhSe)2, foram utilizados neste estudo para
avaliar o comportamento nas condigdes de crescimento, cinética de crescimento,
viabilidade de biofilmes e em ades&o em células endocervicais humanas (HelLa)
nas duas espécies de Candida, C. albicans e C. krusei. Os dois compostos
inibiram o crescimento e a adesao em células HelLa de C. albicans e C. krusei,
principalmente na maior concentragdo utilizada dos compostos (20 umol-L) e
esse efeito foi maior com o (PhSe)2. A diminuigéo da viabilidade de biofilmes em
diferentes estagios e a sua formagao ocorreu em ambas as Candidas e com os
dois compostos de forma dose-dependente. Em todas as condigdes analisadas
neste estudo o composto (PhSe)2 foi significativamente mais eficaz que o (pCl-
PhSe)2 para inibir o desenvolvimento das duas espécies de Candida. Em suma
os compostos (PhSe)2 e (pCI-PhSe)2, especialmente (PhSe)z2, demonstraram ser
potenciais drogas antifungicas e eficazes contra C. albicans e C. krusei.

Palavras-Chaves: candida krusei; candida albicans; biofilme; células

endocervicais hela; compostos organocalcogéneos.



ABSTRACT

The Candida genus is considered an opportunistic fungus for causing infections
in immunosuppressed patients. Being able to cause superficial to invasive
infections, which can be fatal. Among the species of the genus Candida, Candida
albicans has a higher prevalence of cases of candidiasis and Candida krusei
stands out for being intrinsically resistant to the drugs of choice for the treatment
of fungemia. The virulence and pathogenicity potential of these fungi may be
associated with their ability to produce biofilms on abiotic and biotic surfaces. The
study of new therapies is necessary since the drugs of choice have become less
effective in treating these fungemia and their pathogenicity. The two synthetic
organic compounds, organochalcogen compounds, diphenyl diselenide (PhSe)2
and p-chloro diphenyl diselenide (pCl-PhSe)2, were used in this study to evaluate
the behavior under growth conditions, growth kinetics, biofilm viability and
adhesion in human endocervical cells (HeLa) in the two Candida species, C.
albicans and C. krusei. Both compounds inhibited growth and adhesion in HelLa
cells of C. albicans and C. krusei, mainly at the highest concentration of
compounds used (20 ymol'L") and this effect was greater with (PhSe)2. The
decrease in the viability of biofilms at different stages and their formation occurred
in both Candidas and with the two compounds in a dose-dependent manner.
Under all conditions analyzed in this study the compound (PhSe)2 was
significantly more effective than (pCl-PhSe)2 to inhibit the development of both
Candida species. In summary, the compounds (PhSe)2 and (pCIl-PhSe),
especially (PhSe)z, proved to be potential antifungal drugs and effective against
C. albicans and C. krusei.

Keywords: candida albicans; candida krusei;, biofilm; hela endocervical cells;
organochalcogen compounds.
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1 INTRODUGAO

As leveduras sao fungos unicelulares e possuem reprodugao assexuada
por gemulagao ou brotamento. Outra caracteristica desses fungos é a formagéo
de hifas e de pseudo hifas (BARBEDO et al., 2010; NIKOU et al., 2019). Algumas
leveduras possuem forma de vida de comensalismo, como o género Candida.
As infecgdes causadas pelo género Candida podem causar infecgbes
superficiais e sistémicas em pacientes imunocomprometidos, sendo capazes de
provocar a morte do individuo (BARBEDO et al., 2010; NIKOU et al., 2019; CHEN
et al., 2020; CULLEN et al., 2012).

O fungo do género Candida esta presente em 80% das infecgdes
hospitalares (COLOMBO et al., 2003). Dentre as espécies de Candida, a
Candida albicans esta presente em 50% do total dos casos de candidiase
(BARBEDO etal., 2010; COLOMBO et al., 2003), sendo relatada como a espécie
mais prevalente produzindo infec¢gdes nosocomiais em hospitais dos Estados
Unidos da América (WISPLINGHOFF et al,, 2014). C. albicans € um fungo
dimorfico capaz de promover a transicao de levedura para formas filamentosas,
uma etapa essencial para a formacéao de biofiimes. O biofilme é uma fase crucial
para a colonizagdo e viruléncia (SARDI et al., 2011 e 2014; PEREIRA et al.,
2020).

Todavia, na ultima década houve um aumento do numero de candidiases
ocasionadas por espécies de Candida nao albicans, tais como C. glabrata, C.
tropicalis e C. krusei. Dentre as espécies de Candida nao albicans (NAC),
Candida krusei tem destaque por possuir resisténcia intrinseca aos farmacos
comumente usados para o tratamento de infecgdes fungicas, tais como os
farmacos da classe dos azolicos, devido a diminuicdo da susceptibilidade da
enzima lanosterol 14a-desmetilase, que atua bloqueando a conversao do
lanosterol em ergosterol e alterando a permeabilidade da membrana do fungo
(DESAI et al., 2015; WISPLINGHOFF et al., 2014; OROZCO et al., 1998;
SEYOUM et al., 2020).

Segundo Colombo e colaboradores (2003), os pacientes neutropénicos
tratados com Fluconazol (farmaco de classe dos azodlicos) possuem incidéncia
maior de candidiase ocasionada por C. krusei, uma vez que a resisténcia

intrinseca deste fungo ao farmaco de escolha impede a acdo do azdlico para o
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tratamento da fungemia (GOMEZ-GAVIRIA et al., 2020). A resisténcia do fungo
Candida krusei pode estar associada a sua habilidade de formar biofilmes
(JAMIU et al., 2020), como também ocorre com C. albicans.

Os biofilmes s&o compostos por células de microrganismos que se
desenvolvem em superficies bidticas e abidticas. Para que ocorra a formacéo do
biofilme se faz necessario quatro etapas. As quatro etapas compreendem em
adesao celular numa superficie; sucedendo da formagao de colbnias; assim a
matriz extracelular de polimeros € excretada e ocorre a maturagédo do biofilme
sobre a superficie em que esta estabelecido. E por fim, ocorre a dispersao dos
microrganismos para a formagcao de novos biofiimes. A formagao do biofilme
dificulta a difusdo de farmacos, como os azdlicos, sendo considerado um fator
de patogenicidade (DESAI et al., 2015; HARDING et al., 2009; TSUI et al., 2016;
NOBILE et al., 2015; PEREIRA et al., 2020).

Com o aumento dessas fungemias, a habilidade de formar biofilmes e a
crescente resisténcia as drogas de escolha para tratamentos antifungicos, torna
necessario o desenvolvimento de novos tratamentos para candidoses
ocasionadas por C. albicans e C. kruseli.

Os compostos organocalcogéneos sao importantes reagentes utilizados
em sinteses organicas (BRAGA et al., 1997; PAULMIER et al., 1986). Sao
formados por elementos localizados no grupo 16 da tabela peridédica, como
oxigénio (O), enxofre (S), selénio (Se), telurio (Te) e poldnio (Po). Tem sido
observado que estes compostos podem apresentar agdo neuroprotetora,
antitumoral, antimicrobiana, e podem funcionar como indutor de citocinas e
imunomoduladores do sistema nervoso central (MACHADO et al., 2009;
NOGUEIRA et al., 2004). O selénio € um componente estrutural presente em
diversas enzimas que possuem propriedades antioxidantes. Por este motivo o
interesse no desenvolvimento de compostos sintéticos contendo selénio tem
aumentado, uma vez que antioxidantes tém capacidade de proteger células
contra os efeitos dos radicais livres (STEFANELLO et al., 2020).

Dentre os diversos compostos organocalcogéneos, o disseleneto de
difenila (PhSe)2 apresenta propriedades neuroprotetoras (GHISLENI et al., 2004)
e demonstra efeito mutagénico fraco capaz de promover quebras no DNA de
leveduras e bactérias (ROSA et al, 2007). Foi observada atividade

antimicrobiana do (PhSe)2 sobre o crescimento de C. albicans (BILLACK et al.,
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2009; NOGUEIRA et al., 2004; ROSSETI et al., 2015; DA SILVA et al., 2021). Os
compostos organocalcogéneos (PhSe)z e (pCl-PhSe)2 ndo possuem mecanismo
de acao descrito em literatura.

Dado a urgéncia para novas terapias antifungicas contra candidiases, os
compostos organocalcogéneos se mostram promissores como terapia
alternativa para este fim. Este estudo teve como objetivo comparar em diferentes
condi¢cbes os efeitos de dois compostos organocalcogéneos, (PhSe)2 e (pCl-
PhSe)2, bem como sua capacidade de agir nos fatores de viruléncia de C.
albicans e C. krusei relacionados a adesdo em células endocervicais humanas

(HeLa), formacéo e viabilidade de biofilmes, crescimento e morfologia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fungos e Género Candida

Os fungos unicelulares ndo apresentam diferenciagcdo morfoldgica entre
as partes vegetativas e reprodutivas. Também, demonstram formato de suas
células ovoides, alongadas e arredondadas. Tais tipos de células que possuem
essas caracteristicas sdao denominadas leveduras (BARBEDO et al., 2010;
NIKOU et al., 2019).

As leveduras que possuem grande incidéncia e prevaléncia em infecgoes
fungicas invasivas e também muco cutaneas, dentre as leveduras temos o
género Candida. Os fungos desse género possuem reproducdo assexuada,
vivem em comensalismo na microbiota normal e se manifestam em condi¢des
de imunossupresséao do individuo. Outra caracteristica € a formagéo de hifas e
pseudohifas (BARBEDO et al., 2010; NIKOU et al., 2019; CHEN et al., 2020;
CULLEN et al., 2012).

Os individuos que sao acometidos por afeccbes devido ao género
Candida, sao pacientes imunossuprimidos e/ou acometidos por enfermidades
concomitantes, como diabetes, neoplasias, sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) e o uso excessivo de medicamentos, como antibidticos
(COLOMBO et al., 2003; NIKOU et al., 2019; SARDI et al., 2014; SEYOUM et
al., 2020).

Desde o inicio da década de 80 a prevaléncia de infecgdes fungicas
invasivas e muco cutdneas tém aumentado significativamente. O género
Candida possui alta prevaléncia em infecgdes hospitalares por causar infecgdes
superficiais e/ou sistémicas e que podem provocar o O6bito do individuo
(SPELLBERG et al., 2006; SEYOUM et al., 2020).

2.2 Candida albicans
Entre as espécies de Candida, Candida albicans esta presente em 50%

do total dos casos de infecgdes (CARDOSO et al., 2013). Sendo considerada a

mais prevalente em conjuntura clinica. Em ambiente hospitalar é considerado o
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terceiro patdgeno mais prevalente e com alta taxa de mortalidade de até 70 %
(MATHE et al., 2013; DIAZ-GARCIA et al., 2019; NIKOU et al., 2019).

Candida albicans é a espécie mais prevalente dentre as espécies do
mesmo género e a literatura relata a crescente resisténcia desse fungo aos
antifungicos de uso convencional, como os azo6is (WISPLINGHOFF et al., 2014;
WARRILOW et al., 2019). Por ser um fungo dimoérfico, possui capacidade de
transitar da forma leveduriforme para a forma filamentosa, sendo esta
classificada como uma fase essencial para a viruléncia e a colonizagao do fungo
em formacao de biofilme (SARDI et al., 2014; CHEN et al., 2020). Os biofilmes
de Candida albicans tém apresentado resisténcia aos farmacos de escolha mais
conhecidos, Fluconazol e Anfotericina B (PEREIRA et al., 2020; BILLACK et al.,
2009; CHEN et al., 2020, DESAI et al., 2015).

Os estudos de novos tratamentos sdo de extrema relevancia para

intervencao da fungemia causada pela espécie.

2.3 Candida krusei

Na ultima década houve um aumento do numero de infecgcbes
ocasionadas por espécies de Candida nao albicans, tais como C. auris, C.
glabrata, C. tropicalis e C. krusei. Dentre as espécies de Candida néo albicans,
Candida krusei tem destaque por apresentar resisténcia intrinseca aos farmacos
comumente usados para o tratamento de infecgdes fungicas, tais como os
farmacos da classe dos azoéis, devido a diminuicdo da susceptibilidade da enzima
14a-demetilase presente na estrutura do fungo (VILLAMIL et al., 2020;
WARRILOW et al., 2019).

A infeccao ocasionada por C. krusei esta relacionada principalmente aos
pacientes portadores de patologias hematolégicas malignas e em casos de
transplantados de medula 6ssea (GOMEZ-GAVIRIA et al., 2020; KAUR et al.,
2020). Candida krusei possui morfologia alongada, com formag¢ao de colbénias
diferenciadas que nado tem propriedades especificadas, e ainda, detém
ultraestrutura na formacao de sua parede celular. Essa ultraestrutura se deve a
sua composicao celular complexa que estaria relacionada a resisténcia aos
farmacos convencionais de tratamento das infecgoes ocasionadas pela espécie
(SAMARANAYAKE et al., 1994; JAMIU et al., 2020).
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Segundo Colombo e colaboradores (2003), os pacientes neutropénicos
tratados com farmacos da classe dos azéis, apresentam maior incidéncia de
candidiase ocasionada por C. krusei. Uma vez que a resisténcia intrinseca deste
fungo ao farmaco de escolha impede a agéo do azdlico para o tratamento da
fungemia (RICARDO et al., 2020). A importancia de novos estudos para terapias

alternativas no tratamento dessa fungemia, possui extrema relevancia.

2.4 Biofilme microbiano

A formacéao do biofilme ocorre por adesao das células do microrganismo
em superficies ativas ou inativas em que a matriz extracelular de polimeros
confere este efeito. No desenvolvimento do biofilme, além das células aderidas
a superficie, ha também as células plancténicas que estdo presentes em forma
de vida livre no biofilme (HARDING et al., 2009; PEREIRA et al., 2020; RAMAGE
et al., 2005 e 2009). Devido a formacgao resistente que o biofilme possui, a
difusdo e penetracao de farmacos pela estrutura formada do biofilme se tornam
dificultadas, assim as terapias convencionais utilizadas como tratamento
antifungico se tornam ineficazes (DESAI et al., 2015; BARBEDO et al., 2010).

Somando essa realidade e a resisténcia aos tratamentos antifungicos
originados a partir do uso intensivo de substéncias derivadas dos azdis, tais
como o fluconazol, farmaco comum para o tratamento de infecgbes fungicas
(RICARDO et al., 2020) os estudos de novas terapias sao fundamentais para a
inibicdo do biofilme e diminuindo a viabilidade ou reduzindo a quantidade de
células na forma filamentosa (sendo considerado um sinal de viruléncia do fungo)
(RICARDO et al., 2020; PEREIRA et al., 2020).

A formacado de biofime é descrita em quatro etapas, que estado

apresentadas a seguir na figura 1:
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Figura 1: llustracdo de desenvolvimento do biofilme.
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Legenda: Etapas de desenvolvimento de biofilme, sendo: 1- Adesao de células a um substrato
biético ou abidtico; 2- Proliferacdo de células, produzindo acumulagéo de células; 3- Maturagéo
com formacgao de matriz extracelular; 4- Dispers&o de células para novos focos.

Fonte: Adaptado de Nobile e Johnson, 2015.

A adesao de células em superficies (abioticas e bidticas) para a formacéao
de biofilme ocorre num periodo de 0 a 11 h, formando a camada de blastosporos.
Em seguida temos a fase de proliferagdo em que as camadas de células
formadas, pseudohifas e hifas sdo formadas nessa fase, sucedendo das
proximas 12 a 30 h. A fase de maturagao € quando o biofilme se torna mais
resistente em relagao as outras fases, isso acontece devido a excregcao de matriz
extracelular agrupadas no meio (biofiime de formacéo de 38 a 72 h). Ja a
dispersao, considerada a ultima etapa, compreende a disseminacao das células
para infectar novos alvos (TSUI et al., 2016; NOBILE et al., 2015). O biofilme
num periodo de 0 a 11 h é considerado como um biofilme jovem, sendo mais
sensivel aos farmacos; de 12 a 23 h um periodo intermediario e a partir de 24
horas é considerado como biofilme maduro, quando sua resisténcia € maior aos
tratamentos de escolha.

Devido a essa complexa formagdo do biofilme, a disseminacao de
antifungicos no meio se torna dificultada. Os estudos bibliograficos sobre o
aumento do uso indiscriminado de medicamentos relatam um agravante da

resisténcia do biofilme. Algumas hipdteses sdo levadas em consideracdo em
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relacdo a resisténcia de biofilmes, sendo as bombas de efluxo presentes na
membrana celular que podem dificultar a penetragao dos farmacos e a formacao
de matriz extracelular que confere protecao do biofilme contra os antifungicos
(VAN DIJCK et al., 2013).

A formacdo de biofiimes vem agregando resisténcia aos antifungicos,

tornando importante novos estudos sobre terapias alternativas contra fungemias.

2.5 Resisténcia e antifungicos convencionais

As diversas formas de apresentacido das candidiases e sua significancia
clinica tém despertado o interesse de pesquisas em relagdo aos mecanismos de
patogenicidade, fatores de viruléncia e a busca por novos tratamentos
(WISPLINGHOFF et al., 2014).

Os antifungicos podem pertencer a muitas classes farmacolégicas e ter
como alvo varias vias metabdlicas em espécies de Candida, alterando
caracteristicas fungistaticas ou fungicidas (BHATTACHARYA et al., 2020).

As terapias antifungicas convencionais empregadas no tratamento de
fungemia necessitam de novos estudos para compreender a diminuigdo da
eficacia destes, visto que os fungos estdo se tornando resistentes
(WISPLINGHOFF et al., 2014; WARRILOW et al., 2019). Tem sido observado
um aumento na frequéncia das infeccbes resistentes a terapia antifungica
padrao, devido ao uso intensivo e repetitivo de antifungicos (WARRILOW et al.,
2019; BILLACK et al., 2009).

Os farmacos de escolha para o tratamento de fungemias sao divididos em
cinco classes, sendo os polienos (nistatina, anfotericina B), equinocandinas
(caspofungina, por exemplo), os azéis como os fluconazol e voriconazol, os
alilaminas (naftilina) e por ultimo os analogos de pirimidina, como o farmaco
flucitosina. Cada farmaco possui um mecanismo de agao em fungos. No caso
dos polienos, sdo responsaveis por se ligarem ao ergosterol (molécula de
colesterol presente nas membranas dos fungos) fazendo com que ocorra perda
de componentes citosdlicos. As equinocandinas atuam sobre a enzima [3-sintase
1,3-glucano que é bloqueada inibindo a sintese da parede dos fungos. Os azodis
inibem a enzima lanosterol 14a-desmetilase, que € uma enzima presente na

sintese do ergosterol, rompendo a membrana celular. Os farmacos de alilaminas
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também atuam na biossintese de ergosterol e os analogos de pirimidina
interferem na sintese de DNA e RNA (SARDI et al., 2014; WARRILOW et al.,
2019; VILLASMIL et al., 2020).

Os farmacos mais comuns para o tratamento dessas fungemias, s&o o
fluconazol e anfotericina B, possuem efeitos colaterais graves, como
nefrotoxicidade. Levando a dificuldade da administracdo desses farmacos em
infeccbes fungicas, uma vez que sujeitam o individuo a infecgdes e doencas
secundarias (VILLASMIL et al., 2020). Levantando a questao de novas terapias

para o tratamento de candidiases.

2.6 Compostos organocalcogéneos (PhSe):z e (pCl-PhSe):

Os compostos organocalcogéneos sao importantes intermediarios e
reagentes utilizados nas sinteses organicas (BRAGA et al., 1997). Sao formados
por elementos localizados no grupo 16 da tabela periddica, como: oxigénio (O),
enxofre (S), selénio (Se), telurio (Te) e poldnio (Po). Tem sido observado que
estes compostos podem apresentar acdo neuroprotetora, antitumoral,
antimicrobiana, e podem funcionar como indutor de citocinas e
imunomoduladores do sistema nervoso central (MACHADO et al., 2009; GIURG
et al., 2017). O selénio € um componente estrutural de diversas enzimas com
propriedades antioxidantes (MACHADO et al., 2009; NOGUEIRA et al., 2004;
STEFANELLO et al., 2020), por este motivo o interesse no desenvolvimento de
compostos sintéticos contendo selénio tem aumentado (STEFANELLO et al.,
2020).

Dentre os diversos compostos organocalcogéneos, o disseleneto de
difenila (PhSe)2 (figura 2) apresenta propriedades antioxidantes e
neuroprotetoras (MELO et al.,, 2020; GHISLENI et al., 2004). O (PhSe)2
demonstra efeito mutagénico fraco capaz de promover quebras no DNA (ROSA
et al., 2007). Foi observada atividade antimicrobiana do (PhSe)2 sobre o
crescimento de C. albicans (BILLACK et al., 2009; NOGUEIRA et al., 2004).

O composto (pCl-PhSe): (figura 3) possui um par de atomos de cloro,
sendo cada um deles ligado ao grupo organico fenil. O composto (pCl-PhSe):
possui baixa eficiéncia em inibir o crescimento de C. albicans, entretanto é capaz

de causar reducao na formacéo do tubo germinativo (ROSSETI et al., 2011).
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A utilizacdo de diversos compostos organocalcogéneos esta baseada no
fato de que os compostos utilizados sao estruturalmente relacionados ao (PhSe)2
e que as alteragbes na molécula podem causar alteragbes na sua estrutura
quimica, e consequentemente, em suas atividades bioldgicas sobre as células
(ROSSETI et al., 2011; KADE et al., 2008; DE AMORIM et al., 2018).

Figura 2: Estrutura molecular do composto disseleneto de difenila (PhSe).

Se—Se

Fonte: O autor.

Figura 3: Estrutura molecular do composto p-cloro disseleneto de difenila (pCl-PhSe)s.
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Fonte: O autor.

2.7 Células endocervicais humanas (HelLa)

Na década de 50 as células endocervicais humanas (HelLa) tiveram inicio
do uso em pesquisas, devido a sua facilidade de manuseio e resisténcia em
ambito cientifico.

Curiosamente, as células HelLa s&o as primeiras de linhagem humana que
sobreviveram in vitro, as primeiras amostras foram coletadas do colo de utero de
uma mulher chamada Henrietta Lacks, sendo células cancerosas, devido a isso
as células ganharam o nome de HeLa em homenagem a Henrietta. As células
HelLa sédo consideradas de linhagem continua, ou seja, possuem divisdes

infinitas ndo passando pelo processo de apoptose apés um periodo de
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multiplicagdo. A HelLa, mesmo sendo uma célula cancerigena, possui
caracteristicas proximas as células sem anormalidades, apresentando como
células apropriadas para pesquisa e além de n&o ocorrer morte celular como em
células normais (LAN et al., 2017; TANG et al., 2019).

O uso de células HelLa no presente estudo, possui importancia devido a
sua origem endocervical, mucosa onde é frequente infec¢gdes causadas pelo
género Candida, o que contribui para um estudo veridico dos efeitos dos
compostos e das condi¢oes realizadas neste trabalho.

Dado que compostos organocalcogéneos mostram-se promissores como
terapia alternativa e a urgéncia para novas terapias antifungicas contra infecgoes
associadas ao género Candida. Este estudo teve como objetivo comparar a
atividade antifungica de dois compostos organocalcogéneos, (PhSe)2 e (pCl-
PhSe)2, bem como sua capacidade de agir sobre os fatores de viruléncia de C.
albicans e C. krusei relacionados a adesdo em células endocervicais humanas

(HelLa), viabilidade de biofilme, crescimento e morfologia.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos dos compostos organocalcogéneos disseleneto de
difenila (PhSe)2 e p-cloro disseleneto de difenila (pCl-PhSe)2 sobre Candida

albicans e Candida krusei.

3.2 Objetivos especificos

a). Avaliar os efeitos dos compostos organocalcogéneos disseleneto de
difenila (PhSe)2 e p-cloro disseleneto de difenila (pCl-PhSe)2, sobre o
crescimento, cinética de crescimento e viabilidade de biofilmes de Candida
albicans e Candida krusei, em diferentes densidades de células e concentragdes
diferentes dos compostos;

b). Avaliar os efeitos dos compostos organocalcogéneos disseleneto de
difenila (PhSe)2 e p-cloro disseleneto de difenila (pCl-PhSe)2 sobre a adeséo de
Candida krusei em superficie de poliestireno com concentragdes diferentes dos
compostos;

c). Analisar os efeitos dos compostos sobre a morfologia do biofilme de
Candida albicans e Candida krusei,

d). Avaliar a adesao de Candida albicans e Candida krusei em células
endocervicais HeLa na presenga dos compostos organocalcogéneos disseleneto

de difenila (PhSe)2 e p-cloro disseleneto de difenila (pCI-PhSe)2.
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Artigo 1 - “(PhSe)2 and (pCIl-PhSe)2 organochalcogen compounds inhibit
Candida albicans adhesion to human endocervical (HeLa) cells and show

anti-biofilm activities”

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Condigoes de crescimento de C. albicans

Culturas de C. albicans (ATCC 10231) foram plaqueadas em agar
Sabouraud dextrose (Merck, Darmstadt, Hesse, Germany) e incubadas em ar
atmosférico (37 °C). Apds 48 horas de incubacédo, uma amostra das coldnias foi
removida da superficie da placa de agar e ressuspendida em solugéo fisiologica
estéril (0,85% NaCl). Apds foram determinadas diferentes densidades celulares
(105, 108 e 107 células viaveis.mL™"), utilizando a cdmara de Neubauer na

presenca do corante vital azul de metileno (0,5 mg.mL™").

4.2 Efeito dos compostos organocalcogéneos disseleneto de difenila
(PhSe)2 e p-cloro disseleneto de difenila (pCI-PhSe)2 sobre a cinética de

crescimento de C. albicans

Os ensaios foram realizados em tubos de ensaio com volume final de 2
mL para C. albicans em caldo Sabouraud dextrose (Merck, Darmstadt, Hesse,
Germany). A concentracgédo de células utilizada foi de 105 células viaveis.mL" e
as concentragdes utilizadas de (PhSe)2 e (pCl-PhSe)2 foram de 2 e 10 pmol.L™".
Nas condi¢des de controle as suspensdes de C. albicans foram incubadas com
DMSO 1 %, sendo este o solvente presente em todas as concentragées dos
compostos. Foi utilizado DMSO 1 % devido a baixa toxicidade que apresenta nas
células do fungo. Foi determinada a absorbancia apés o término do experimento.
A primeira leitura realizada foi considerada como tempo zero. A absorbancia foi
novamente determinada apds 2, 4 e 6 horas de incubacido do crescimento. A
partir de 6 horas de incubagao o crescimento foi analisado de 1 em 1 hora até
completar o periodo de 24 horas de crescimento de C. albicans. Para analise
foram feitas aliquotas de 100 uL (duplicata) em placas de microtitulagdo de 96

pocos e determinada a absorbancia em 570 nm (ODs70), utilizando o leitor de
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microplacas Synergy HT multi-Deteccédo Microplate Reader (Bio-Tek, Winooski,
VT, USA).

4.3 Efeito dos compostos organocalcogéneos disseleneto de difenila
(PhSe)2 e p-cloro disseleneto de difenila (pCl-PhSe)2 sobre a formagao de

biofilme de C. albicans

As suspensoes de C. albicans (105 108 e 107 células viaveis.mL") foram
semeadas em placas de microtitulagdo de 96 pogos na presenca de (PhSe)z e
(pCl-PhSe)2 em concentragbes de 1, 2,5 10 e 20 umol.L-' e em meio RPMI-1640
(Sigma. St Louis, MO, USA), resultando num volume final de 200 uL. As placas
foram incubadas em estufa microbiologica (37 °C) por 24 horas para formagéo
do biofilme. Apds os tratamentos, as células foram lavadas trés vezes com PBS
estéril a fim de retirar as células ndo aderidas. Posteriormente foram feitas
aliquotas de 200 pL de PBS (final) e acrescidos de 20 pL de 2,3-bis (2-methoxy-
4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide (XTT) Molecular Probes) e
de menadione 0,4mM (Sigma, MO, EUA), numa propor¢ao de 9:1 para verificar
o metabolismo do biofilme. As células foram incubadas por aproximadamente 2
horas em estufa microbioldgica em ar atmosférico (37 °C). Apds esse periodo de
incubagéo, a absorbancia do produto formado foi determinada em 490 nm
(ODa4g0) utilizando o leitor de microplacas Synergy HT Multi-Detection. Os
experimentos foram realizados em duplicata (n=8) e no grupo controle houve a

auséncia dos compostos organocalcogéneos.

4.4 Efeito dos compostos organocalcogéneos disseleneto de difenila
(PhSe):2 e p-cloro disseleneto de difenila (pCl-PhSe)2 sobre a formacgao de

biofilme de C. albicans em diferentes estagios do desenvolvimento

Diferentes densidades celulares (10°, 108 e 107 células viaveis.mL") de
C. albicans foram aliquotadas em placas de 96 pog¢os contendo RPMI-1640
(Sigma. St Louis, MO, USA), resultando num volume final de 200 pL. As placas
foram incubadas por periodos diferentes de 6, 24 e 48 horas em estufa
microbiolégica a 37 °C. Posteriormente as células foram lavadas com a solugéo

de PBS estéril por trés vezes. Apdos a lavagem, as placas foram incubadas com
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a presenga dos compostos (PhSe)2 e (pCI-PhSe)2 nas concentragdes de 2, 5, 10
e 20 ymol.L-' e RPMI-1640 (Sigma. St Louis, MO, USA) num volume final de
200 pL por 24 horas em estufa a 37 °C. Apds esse periodo as placas foram
lavadas 3 vezes com PBS estéril e acrescidos 200 yL de PBS em cada poco.
Foram feitas aliquotas em cada pogo de 2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide (XTT) (Molecular Probes) e de
menadione 0,4 mM (Sigma, MO, EUA), numa propor¢ao de 9:1. As placas foram
mantidas em estufa microbiolégica em ar atmosférico (37 °C) por 2 horas
aproximadamente. Em seguida, a absorbancia foi determinada em 490 nm
(ODa4g0) utilizando o leitor de microplacas Synergy HT Multi-Detection. Os
experimentos foram realizados em duplicata (n=5) e no grupo controle houve a
auséncia dos compostos organocalcogéneos e a presengca de DMSO 1 %
(solvente presente nas concentragbes dos compostos).

O biofilme formado foi observado por microscopia Optica, utilizando um
microscopio de sistema invertido para observar possiveis alteragdes

morfoldgicas apds o tratamento com os compostos.

4.5 Condigoes de cultura de células HelLa

Células humanas endocervicais HeLa (ATCC CCL-2) foram cultivadas em
meio DMEM (Sigma-Aldrich) que foi suplementado com 10 % de Soro Fetal
Bovino (Gibco, Waltham, USA), Penicilina a 1 % de 10.000 U mL, Streptomicina
numa concentragdo de 10 mg.mL™" e Anfotericina B a 25 yg.mL"" (Sigma- Aldrich)
que foram condicionadas a 37 °C em 5 % de CO2e 95 % O2 (Water Jacketed
CO2 Incubator, Thermo Scientific). Numa concordancia de 80 % as células foram
submetidas a uma solucéao de tripsina-EDTA, sendo 0,05 % de tripsina e 0,02 %
de EDTA.

4.6 Adesdo de C. albicans em células HeLa apds o tratamento com os
compostos organocalcogéneos disseleneto de difenila (PhSe)2 e p-cloro

disseleneto de difenila (pCI-PhSe)2

As células HelLa foram semeadas em placas de 96 pocgos (Nest

Biotechnology, Rahway, USA) numa densidade celular de 1x10° por 24 h a 37
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°C em 5 % de CO2e 95 % O2 (Water Jacketed COz2 Incubator, Thermo Scientific)
para as células crescerem até a densidade de 2x10%, numa confluéncia de 90 %.
As células foram lavadas duas vezes com PBS para retirar as células nao
aderidas e o meio de cultura. Assim, 20 yL de meio DMEM com Soro Fetal
Bovino contendo uma suspensao de C. albicans (MOI 50:1) e em concentragdes
2, 5,10 e 20 ymol.L"de (PhSe)2 e (pCl-PhSe)2 foram incubadas por 2 h a 37 °C
em estufa de CO2 (5 %). Logo apéds, as células foram lavadas duas vezes com
PBS. As células HelLa foram lisadas com agua destilada estéril (200 pL) por 40
min a 37°C. Uma aliquota (20 L) foi pipetada em placas de 24 pogos contendo
caldo Sabouraud dextrose (Merck, Darmstadt, Hesse, Germany) em que foram
incubadas por 24 h a 37°C. Foi determinada a absorbancia em 570 nm (ODs70)
com o leitor SpectraMax (Molecular Devices, CA, USA). Os experimentos foram
realizados em triplicata (n=4) e no grupo controle houve a auséncia dos

compostos organocalcogéneos.

4.7 Analise estatistica

Os valores foram expressos como médias + desvio padrao. As diferengas
estatisticas foram avaliadas por analise de variancia (ANOVA) e post hoc de
comparagao com o teste de Tukey-Kramer. Os valores de P <0,05 foram

considerados significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito dos compostos organocalcogéneos (PhSe):2 e (pCI-PhSe)2 sobre

a cinética de crescimento de C. albicans

Foi avaliado o efeito dos compostos (PhSe)2 e (pCIl-PhSe)2 sobre a
cinética de crescimento de C. albicans em suspensao celular de 10° células
viaveis.mL™" (Figura 4). Foi observada uma redugao do crescimento celular de C.
albicans na concentragédo de 10 umol.L-' de (PhSe)., diferentemente da mesma
concentragdo do composto (pCIl-PhSe)2, em que obteve um resultado parecido
ao controle. Ja na concentragdo de 2 umol.L"' ambos os compostos tiveram
crescimento semelhante ao controle apds 24 h. Demonstrando que o composto
(PhSe)2 na concentragéo de 10 umol.L-" teve potencial de inibigdo da cinética de
crescimento de C. albicans desde as primeiras horas até 24 h de incubacgao. Ja
na concentragédo de 2 ymol.L-' os compostos (PhSe)z2 e (pCI-PhSe)2, e também,
na concentragdo de 10 pmol.L" de (pCl-PhSe)., tiveram comportamento
confluente em relagcdo ao controle, em que tiveram crescimento exponencial

durante 24 h de incubacgao.

Figura 4: Efeito de (PhSe)2 ou (pCIl-PhSe). sobre a cinética de crescimento de C.
albicans.
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Legenda: O crescimento celular foi determinado por uma curva de tempo em suspensbes de C.
albicans (105 células viaveis.mL"') no grupo de controle (células incubadas na auséncia de
composto organocalcogéneo) e na presenca de (PhSe)2 ou (pCl-PhSe) — 2 e 10 pmol.L".
Absorbancia (ODs70) mostrada como médias + DP obtidas de trés experimentos independentes
em duplicata e analisados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey-Kramer
para comparagdes multiplas. p<0,05 em relagédo ao controle (*) e (pCI-PhSe)2 (#).

Fonte: o autor.
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5.2 Efeito dos compostos organocalcogéneos (PhSe)2 e (pCl-PhSe)2 sobre

a formacao de biofilme de C. albicans apés 24 horas de tratamento

Avaliamos as trés densidades celulares de 10% 10 e 107 células
viaveis.mL", apds o tratamento com os compostos (PhSe)z e (pCI-PhSe): e na
formacéao de biofilme de 24 h de C. albicans.

Assim como observamos nos resultados o composto (PhSe)2 possui
inibicdo dose dependente. Foi possivel observar esse efeito em todas as
densidades celulares que foram utilizadas nos experimentos, porém nas
concentragdes de 5, 10 e 20 umol.L" o efeito dose dependente nessas condigdes
foi mais visivel. Na densidade celular de 10° células viaveis.mL"' foi obtido
inibicao de ~30, 49 e 60 %, respectivamente.

Na densidade de 10° células viaveis.mL"' ocorreu uma inibicdo ~25, 37 e
65 % nas concentragdes de 5, 10 e 20 ymol.L-". Na densidade celular de 10’
células viaveis.mL"" foi possivel observar que em concentragdes de 5, 10 e 20
pumol.L-" de (PhSe)2 houve uma inibigdo da formagéao de biofiime de ~2, 15 e 23
%, respectivamente.

O composto (pCIl-PhSe)2, em todas as densidades celulares de 105, 10 e
107 células viaveis.mL"" utilizadas, foi possivel verificar uma inibigcdo de ndo mais
que ~20 % na concentragdo de 10 uymol.L-' do composto, e ndo apresentando

inibicdo significativa em concentragdes menores do composto.
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Figura 5: Efeito de diferentes concentragdes de (PhSe). (A) ou (pCl-PhSe). (B) sobre

a formacao de biofilme por C. albicans.
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Legenda: A formagéo de biofilme foi determinada usando suspensdes em densidades celulares
de 105%(), 108(m) e 107( A) células viaveis.mL"". Os valores foram expressos como porcentagem
(ODa490) na presenga de compostos e auséncia de compostos (grupo de controle). Os valores séo
expressos como médias £ DP (n=8) e analisados por ANOVA de um fator seguido pelo Teste
post hoc de Tukey — Kramer para comparag¢des multiplas. *p<0,05 em relagdo ao controle.
Fonte: o autor.

5.3 Efeito dos compostos organocalcogéneos (PhSe):2 e (pCI-PhSe)2 sobre

biofilmes de C. albicans em diferentes estagios do desenvolvimento

Analisamos os efeitos dos compostos (PhSe): e (pCl-PhSe). em
diferentes estagios do biofilme de Candida albicans. Foi observada a formacéao
de biofilme nos periodos de 6, 24 e 48 horas, utilizando (PhSe)2 e (pCI-PhSe)2.

Na figura 5 podemos observar trés condi¢des diferentes de biofilme (6, 24
e 48 h), além de trés densidades celulares diferentes (10° 108 e 107 células
viaveis.mL"). Na densidade celular 10° células viaveis.mL-!, no periodo de 6
horas, na concentragdo de 20 umol.L"' (PhSe)., a formagdo de biofilme foi
diminuida em ~56 %, ja nas demais densidades celulares utilizadas de 10%e 10’
células viaveis.mL"!, de aproximadamente 42 e 23 %, respectivamente. Na

formacgéo de biofilme de 24 e 48 h nas densidades celulares 106 e 107 células
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viaveis.mL-', em todas as concentragbes obtivemos um resultado semelhante,
visto que na maior concentragao (20 umol.L-! (PhSe)z2) a inibigdo da formagao de

biofilme foi de 25 % em relagao ao controle.

Figura 6: Viabilidade do biofilme produzido em 6, 24 e 48 h apos o tratamento com

(PhSe),.
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Legenda: A composi¢gdo do meio de ensaio e as condi¢cdes experimentais foram conforme
descritos na seg¢do de métodos, usando suspensdes na densidade celular de 105(A), 105(B) e
107(C) células viaveis.mL™". Sendo 6 (e), 24 (m) € 48 h (A). Os valores (médias + DP obtidas em
oito experimentos independentes) representam a porcentagem (ODag) na presenga de
compostos e auséncia de compostos (grupo de controle). Os resultados foram analisados por
ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey-Kramer para comparagdes multiplas.
*p<0,05 em relagao ao controle.

Fonte: o autor.

As trés densidades celulares utilizadas (105, 108 e 107 células viaveis.mL"
") e nas trés condigbes diferentes de biofilme (6, 24 e 48 h) observamos a
viabilidade do biofilme nessas condigdes (Figura 7).

Nas densidades celulares utilizadas de 10° e 10° células viaveis.mL"", foi
possivel observar que houve resultados semelhantes entre os periodos de
incubacgado. Sendo na densidade de 10° células viaveis.mL"!, houve uma redugéo
da formagao de biofilme no periodo de 6 horas (~27 %) maior em relagéo
densidade celular de 10° células viaveis.mL"' na concentragéo de 20 umol.L".

Na densidade celular de 107 células viaveis.mL-!, o composto (pCIl-PhSe):
apresentou diferenga em relacdo as demais densidades celulares utilizadas e
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nao demonstrando inibic&o significativa.

Figura 7: Viabilidade do biofilme produzido em 6, 24 e 48 h apds o tratamento com

(pCI-PhSe)s.
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Legenda: Os experimentos foram descritos na segdo de métodos, usando suspensdes com
densidade celular de 105(A), 10%(B) e 107(C) células viaveis.mL'. Sendo 6 (e), 24 (m) e 48 h (A).
Os valores (médias + DP obtidas em oito experimentos independentes) representam a
porcentagem (OD4g0) na presenga de compostos e auséncia de compostos (grupo de controle).
Os resultados foram analisados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey-
Kramer para comparagdes multiplas. *p<0,05 em relagao ao controle.

Fonte: o autor.

5.4 Anadlise morfolégica de biofilme de C. albicans apés o tratamento com

compostos organocalcogéneos (PhSe):z e (pCl-PhSe)2

Foi realizada a analise morfolégica de Candida albicans apds o
tratamento com compostos (PhSe)2 e (pCl-PhSe)2 em biofilme formado nos
tempos de 6 e 24h (Fig. 8).

Na condicao de controle tem a presenca de DMSO 1 %, sendo o solvente
presente em todas as concentragdes dos compostos. Pode-se verificar que
houve formagao de filamentos alongados e grande quantidade de células. Os
biofilmes tratados com (PhSe)2 nos tempos 6 e 24 horas e nas concentragdes
de 10 e 20 pymol.L" tiveram uma diminuicdo de células de forma dose

dependente. Aconteceu reducdo de filamentos em ambas as concentracbes em
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relagdo ao controle.

Ja nas condigcbes em que o biofilme foi tratado com (pCI-PhSe)2 nos
tempos de 6 e 24 horas, entre as concentragdes de 10 e 20 ymol.L™", ocorreu
uma diminuicao sutil, sendo possivel perceber essa diferenca se comparado ao

controle do biofilme.

Figura 8: Aspectos morfoldgicos do biofilme produzido por C. albicans em 6 e 24

horas apds o tratamento com (PhSe). ou (pCl-PhSe)s.
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Legenda: Biofilmes produzidos por C. albicans (108 células viaveis.mL-') na auséncia de
compostos [Controle (A e B)] e tratado com (PhSe)2 [10 umol.L-* (C e D) e 20 ymol.L-" (E e F)]
ou (pCl-PhSe)2 [10 ymol.L-' (G e H) e 20 pymol.L-" (I e J)]. Barra de escala = 20 um.

Fonte: o autor.
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5.5 Adesao de C. albicans em células HelLa apés o tratamento com os

compostos organocalcogéneos (PhSe):z e (pCl-PhSe)2

Ambos os compostos organocalcogéneos estudados inibiram a adesao
de C. albicans a células Hela, dependente das concentragdes de compostos
presentes no meio, como observado na figura 9.

A quantidade de C. albicans aderida as células HelLa foram
significativamente diminuidas apds exposi¢do a 10 e 20 ymol.L" (PhSe)2 em
relacdo ao controle. Enquanto, n&o foi significativa a mudanga observada apés
a exposigdo a 2 e 5 umol.L"' de (PhSe)2. Por outro lado, (pCl-PhSe)2 diminuiu a
ades&o as células HeLa em 77,7 % na concentragédo de 20 umol.L-!, mas essas
alteragbes nao foram demonstradas a 2, 5 e 10 ymol.L-'. Curiosamente, (PhSe):
na concentragdo de 20 umol.L™ foi suficiente para diminuir a adesdo de C.

albicans em células HeLa em mais de 20% (pCI-PhSe)-.

Figura 9: Adesao de C. albicans em células HeLa na presenca de (PhSe). ou (pCl-

PhSe)z.
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Legenda: Os dados s&o apresentados como porcentagem de adesdo e correspondem as
médias + DP de quatro experimentos independentes (n = 4). *indica diferencas significativas
(p<0,05 em relacdo ao controle) pelo teste ANOVA de uma via seguido pelo teste post hoc de
Tukey-Kramer para comparag¢des multiplas. C: Grupo de controle.

Fonte: o autor.
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Artigo 2 - “Diphenyl diselenide suppresses key virulence factors of Candida

krusei, a neglected fungal pathogen”

6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Condigoes de crescimento de C. krusei

Culturas de C. krusei (ATCC 6258) foram plaqueadas em agar Sabouraud
dextrose (Merck, Darmstadt, Hesse, Germany) e incubadas em ar atmosférico
(37 °C). Apds 48 horas de incubagao, uma amostra das colénias foi removida da
superficie da placa de agar e ressuspendida em solucgao fisiologica estéril (0,85%
NaCl). Foram determinadas diferentes densidades celulares (104, 10°, 10%e 10’
células viaveis.mL™"), utilizando a cAmara de Neubauer na presenca do corante

vital azul de metileno (0,5 mg.mL"").

6.2 Ensaio dos compostos organocalcogéneos disseleneto de difenila
(PhSe)2 e p-cloro disseleneto de difenila (pCIl-PhSe)2 sobre o crescimento

de C. krusei

Com a finalidade de determinar o crescimento de C. krusei apds o
tratamento com compostos, foram preparadas suspensdes de C. krusei (10, 10°
e 108 células viaveis.mL") e realizadas aliquotas em placas de 24 pogos na
presenga de diferentes concentragbes dos compostos (0,5; 1; 2; 5; 10 e 20
umol.L-") e caldo Sabouraud dextrose (Merck, Darmstadt, Hesse, Germany) em
volume final de 0,2 mL. No grupo controle foi utilizado o solvente DMSO na
concentracéo final de 1 %, e também, presente em todas as concentragdes dos
compostos. O DMSO ¢é um solvente organico e na concentragéo de 1 % né&o
promove nenhuma interferéncia nas células do fungo. Em seguida, as placas
foram incubadas aproximadamente por 18 horas em estufa microbioldgica (37
°C). Os experimentos foram realizados em condigbes assépticas. Apos esse
periodo de incubagdo, o meio foi homogeneizado e a densidade optica foi
determinada a 570 nm (ODs70) utilizando o equipamento Synergy HT multi-
Detecgao Microplate Reader (Bio-Tek, Winooski, VT, USA), a fim de determinar

o crescimento de C. krusei. Os valores apresentados nas figuras representam o
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porcentual de crescimento calculado utilizando o grupo controle como 100 % de

crescimento.

6.3 Ensaio dos compostos organocalcogéneos disseleneto de difenila
(PhSe)2 e p-cloro disseleneto de difenila (pCl-PhSe)2 sobre a cinética de

crescimento C. krusei

Os ensaios foram realizados em tubos de ensaio com volume final de 8
ml de caldo Sabouraud dextrose (Merck, Darmstadt, Hesse, Germany). A
densidade celular de C. krusei utilizada foi de 10° células viaveis.mL"' e as
concentragdes utilizadas de (PhSe)z2e (pCl-PhSe)2 foram de 2 e 10 pmol.L". Nas
condicdes de controle as suspensodes de C. krusei foram incubadas com DMSO
1 %, sendo este o solvente presente em todas as concentragcdes dos compostos.
Foi determinada a absorbéancia a partir do término do experimento, considerado
como tempo zero. E apds foi analisada em 2, 4 e 6 horas de incubagao do
crescimento. A partir de 6 horas de incubacio foi analisado a cada 1 hora de
modo sucessivo até completar as 40 horas de crescimento de C. krusei. Para
analise do crescimento foram feitas aliquotas de 100 uL (duplicata) em placas
de microtitulagao de 96 pocos e determinada a absorbancia em 570 nm (ODs7o),
utilizando o leitor de microplacas Synergy HT multi-Deteccédo Microplate Reader
(Bio-Tek, Winooski, VT, USA).

6.4 Ensaio dos compostos organocalcogéneos disseleneto de difenila
(PhSe)2 e p-cloro disseleneto de difenila (pCI-PhSe)2 sobre a formagao de

biofilme de C. krusei

Suspensoes de C. krusei (107 células viaveis.mL-") foram aliquotadas em
meio RPMI-1640 estéril (Sigma, St Louis, MO, USA) em placas de microtitulagéo
de 96 pogos na presencga de (PhSe):2 e (pCl-PhSe)2 nas concentragbes de 2, 5
10 e 20 ymol.L"; em volume final de 200 pL. As placas foram incubadas em
estufa microbioldgica (37 °C) por 48 horas para formagao do biofilme. Apds os
tratamentos, as células foram lavadas uma vez com PBS estéril (100 yL), a fim
de retirar as células ndo aderidas. Posteriormente foram feitas aliquotas de 100

ML de PBS e acrescidos de 20 pL de 2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-
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2H-tetrazolium-5-carboxanilide (XTT) (Molecular Probes) e de menadione 0,4
mM (Sigma, MO, EUA), numa proporgao de 4:1, para verificar o metabolismo do
biofilme. As células foram incubadas por aproximadamente 2 horas em estufa
microbiolégica em ar atmosférico (37 °C). Apos esse periodo de incubagao, a
absorbancia do produto formado foi determinada em 490 nm (ODago) utilizando
o leitor de microplacas Synergy HT Multi-Detection. Os experimentos foram
realizados em duplicata (n=6) e no grupo controle houve a auséncia dos
compostos organocalcogéneos.

O biofilme formado foi observado por microscopia 6ptica, utilizando um
microscopio de sistema invertido Nikon eclipse TS100 para observar possiveis

alteragdes morfologicas apds o tratamento com os compostos.

6.5 Ensaio dos compostos organocalcogéneos disseleneto de difenila
(PhSe)2 e p-cloro disseleneto de difenila (pCIl-PhSe)2 sobre a adeséao de C.

krusei em superficie de poliestireno

Suspensdes de Candida krusei em uma densidade celular de 107 células
viaveis.mL-! foram incubadas em placa de 96 pogos com os compostos nas
concentragdes de 10 e 20 ymol.L-' por 90 minutos em um volume final de 200 pL
a 37°C. E na condigao de controle, as suspensodes de C. krusei foram incubadas
com DMSO 1% (solvente presente nas concentragées dos compostos). Apos o
periodo de incubacdo, as células foram lavadas duas vezes com 100 pL de
solugdo tampao (PBS). O meio RPMI-1640 (Sigma, St. Louis, MO, EUA) foi
aliquotado em um volume final de 200 L sobre o biofilme formado e tratado com
os compostos. As placas foram incubadas por 24 horas. O efeito inibitério dos
compostos foi determinado apdés 24 h de incubagao. Posteriormente a
incubacéao, o biofilme foi lavado uma vez com 100 uL de PBS. O ensaio foi
analisado utilizando o 2,3-bis 2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium-5-carboxanilide (XTT) (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA). Antes
de cada ensaio a solugdo de XTT (1 mg.mL"") foi misturada com solugéo de
menadione 0,4 mM em uma proporcgao de volume de 4:1 numa combinagao de
PBS e XTT com um volume final de 100 uL. Apés 2 h a 37 °C o produto formado

foi medido em 490 nm (OD490) usando o leitor de microplacas de multidetecgao
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Synergy HT. Os experimentos foram realizados em duplicata (n=4) e no grupo

controle houve a auséncia dos compostos organocalcogéneos.

6.6 Condicoes de cultura de HelLa

Células humanas endocervicais HeLa (ATCC CCL-2) foram cultivadas em
meio DMEM (Sigma-Aldrich) que foi suplementado com 10 % de Soro Fetal
Bovino (Gibco, Waltham, USA), Penicilina a 1 % de 10.000 U mL, Streptomicina
numa concentragdo de 10 mg.mL"" e Anfotericina B a 25 ug.mL" (Sigma- Aldrich)
que foram condicionadas a 37 °C em 5 % de COz2e 95 % O2 (Water Jacketed
CO2 Incubator, Thermo Scientific). Numa concordancia de 80 % as células foram
submetidas a uma solucgao de tripsina-EDTA, sendo 0,05 % de tripsina e 0,02 %
de EDTA.

6.7 Efeito dos compostos organocalcogéneos disseleneto de difenila
(PhSe)2 e p-cloro disseleneto de difenila (pCl-PhSe)2 sobre a viabilidade

celular das células HelLa

Em placas de 96 pocos (Nest Biotechnology, Rahway, USA) foram
semeadas as células HeLa numa densidade celular de 2x10° célulasxpogo™! com
diferentes concentragdes dos compostos (2, 5, 10 e 20 ymol.L™") de (PhSe)2 e
(pCl-PhSe)2 em um volume final de 0,2 mL. As placas foram incubadas a 37°C
por 2 e 6 h. Os ensaios de efeitos citotdoxicos de ambos os compostos foram
determinados usando um ensaio de cristal violeta (Feoktistova et al. 2016). O
meio foi aspirado e as células foram lavadas duas vezes delicadamente com
agua. Em sequéncia, foi aliquotado 50 pL de cristal violeta a 0,5 % e incubado
por 20 minutos em temperatura ambiente em um agitador de onda e oscilagao
em uma frequéncia de 20 oscilagdes por minuto. A placa foi lavada quatro vezes
e seca em temperatura ambiente por 2 h. Apds foi adicionado metanol (200 pL)
em cada poc¢o e incubada por 20 minutos em temperatura ambiente em agitador
de onda por 20 oscilagdes por minuto. Posteriormente, a absorbancia foi
determinada em 570 nm usando o equipamento SpectraMax (Molecular Devices,

CA, USA). Os experimentos foram realizados em triplicata (n=5).
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6.8 Adesao de C. krusei em células HeLa apés o tratamento com os
compostos organocalcogéneos disseleneto de difenila (PhSe)2 e p-cloro

disseleneto de difenila (pCIl-PhSe):

As células HelLa foram semeadas em placas de 96 pocgos (Nest
Biotechnology, Rahway, USA) numa densidade celular de 1x10° por 24 h a 37
°Cem 5 % de COz2e 95 % Oz (Water Jacketed COz2 Incubator, Thermo Scientific)
para as células crescerem até a densidade de 2x10°, numa confluéncia de 90 %.

As células foram lavadas duas vezes com PBS para retirar as células nao
aderidas e o meio de cultura. Assim, 20 yL de meio DMEM com Soro Fetal
Bovino contendo uma suspensao de C. krusei (MOl 50:1) e em concentragdes
2,5, 10 e 20 ymol.L-'de (PhSe): e (pCl-PhSe)2 foram incubadas por 2 h a 37 °C
em estufa de CO2 (5 %). Logo apéds, as células foram lavadas duas vezes com
PBS. As células HelLa foram lisadas com agua destilada estéril (200 pL) por 40
min a 37°C. Uma aliquota (20 yL) do ensaio foi pipetada em placas de 24 pogos
contendo caldo Sabouraud dextrose (Merck, Darmstadt, Hesse, Germany) em
que foram incubadas por 24 h a 37°C.

Foi determinada a absorbancia em 570 nm (ODs7) com o leitor
SpectraMax (Molecular Devices, CA, USA). Os experimentos foram realizados

em triplicata (n=4).

6.9 Analise estatistica

Os valores foram expressos como médias * desvio padréo. As diferengas
estatisticas foram avaliadas por analise de variancia (ANOVA) e post hoc de
comparagao com o teste de Tukey-Kramer. Os valores de p<0,05 foram

considerados significativos.
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7 RESULTADOS

7.1 Efeito dos compostos organocalcogéneos (PhSe):2 e (pCI-PhSe)2 sobre

o crescimento de C. krusei

Avaliamos também o crescimento de C. krusei em diferentes densidades
celulares, sendo 104, 10% e 10° células viaveis.mL" (Fig. 10). Os compostos
(PhSe)2 e (pCIl-PhSe)2 apresentaram inibicdo dose dependente em relagdo as
concentracdes e as densidades celulares.

O composto (PhSe)2 apresenta inibicdo do crescimento maior nas
densidades menores de células e nas maiores concentragdes utilizadas. Sendo
que nas densidades de células de 10% e 10° células viaveis.mL' e das
concentragdes utilizadas do composto, 10 e 20 ymol.L', obtivemos uma inibicao
de ~75 e 90 %, respectivamente, de inibicdo do crescimento em relagdo ao
controle. Ja na densidade celular de 108, obtivemos uma inibigdo de ~95 % na
maior concentragdo do composto (PhSe)2, sendo a maior inibicdo nessa
condigdo. Entretanto, na concentragdo de 10 umol.L"" de (PhSe)2 houve uma
inibicao de ~55 %. (Fig.10 A). Foi possivel considerar o potencial inibitério do
composto (PhSe)2, em crescimento de Candida krusei, tendo em vista a
intrinseca resisténcia aos tratamentos de escolha que a espécie apresenta.

O composto (pCIl-PhSe)2 teve inibigao inferior ao (PhSe)2. Na densidade
celular de 10* células viaveis.mL"' de C. krusei e nas maiores concentragbes de
10 e 20 umol.L™" utilizadas do composto, observamos uma inibigdo de ~60 %.

Ja nas densidades celulares de 10° e 10° células viaveis.mL', na maior
concentragéo de (pCl-PhSe)2 (20 uymol.L-") a inibigdo do crescimento foi menor
que 50 %. (Fig.10 B).
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Figura 10: Efeito de (PhSe)2 (A) ou (pCl-PhSe). (B) sobre o crescimento de C. krusei.

/A o 104 - 105 A 106 B \
1 S—

004 i i‘ (PhSe), 1001 i\ (pCI-PhSe),
AN A ixi\l\i\* .
3 80, § \ 3 8o \i I\E
~ * ~ \}\i
o o)
£ 60 \% . £ 0] \ \%
() \ T [ I
= s = I\i
O 40 O 404 \}
(2] (2]
o \ o
O 201 \ E O 201
S
) o
S L N 1 e 9 P pmol.L' O L N 1Y e 9 P pmol.L'

\ )

Legenda: O crescimento celular foi determinado por uma curva de tempo em suspensdes de C.
krusei (10*(e), 10%(m) e 10° (A ) células viaveis.mL ") no grupo de controle (células incubadas na
auséncia de composto organocalcogéneo) e na presencga de (PhSe). ou (pCIl-PhSe). - 0,5; 1; 2;
5; 10 e 20 pmol.L-'. Absorbancia (ODs7) mostrada como médias + DP obtidas de trés
experimentos independentes em duplicata e analisados por ANOVA de uma via seguido pelo
teste post hoc de Tukey-Kramer para comparagdes multiplas. p<0,05 em relagdo ao controle (*).
Fonte: o autor.

7.2 Efeito dos compostos organocalcogéneos (PhSe):z e (pCI-PhSe)2 sobre
a cinética de crescimento de C. krusei

O efeito dos compostos (PhSe)2 e (pCl-PhSe)2 sobre a cinética de
crescimento de C. krusei (Fig. 11) foi analisada a partir dos resultados obtidos.

Na suspensao celular de 10° células viaveis.mL"' e na concentragéo de 2
umol.L-" de ambos os compostos nédo houve diferenca significativa em relagéo
ao controle. A concentracdo de 10 ymol.L-' de (PhSe)2, apresentou inibigdo em
relagao ao controle e obteve um crescimento exponencial de 40 horas.

Para o composto (pCIl-PhSe)2foi observado que a inibigdo do crescimento
foi menor em relagao ao composto (PhSe)2, na mesma concentragdo no mesmo
periodo de 40 horas.
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Figura 11: Efeito de (PhSe)2 ou (pCI-PhSe)2 sobre a cinética de crescimento de C.
krusei.
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Legenda: O crescimento celular foi determinado por uma curva de tempo em suspensoes de C.
krusei (10° células viaveis.mL') no grupo de controle (células incubadas na auséncia de
composto organocalcogéneo) e na presenga de (PhSe)2 ou (pCl-PhSe)2 — 2 e 10 pymol.L".
(PhSe)2 (¢) ou (pCI-PhSe)2 (A ) e controle (o) Absorbancia (ODs70) mostrada como médias + DP
obtidas de trés experimentos independentes em duplicata e analisados por ANOVA de uma via
seguida pelo teste post hoc de Tukey-Kramer para comparagdes multiplas. p<0,05 em relagéo
ao controle (*).

Fonte: o autor.

7.3 Efeito dos compostos organocalcogéneos (PhSe)z e (pCl-PhSe)2 sobre

a formacao de biofilme de C. krusei ap6s 24 horas de tratamento

Avaliamos a formacao de biofilme de 24 h na densidade celular utilizada
(107 células viaveis.mL-") apos o tratamento com os compostos (PhSe)2 e (pCl-
PhSe)2 nas concentragées de 1, 2, 5, 10 e 20 pmol.L".

Assim, como apresentamos em outros resultados, o composto (PhSe)2
possui capacidade inibitéria maior em relagdo ao (pCl-PhSe)2. O composto (pCl-
PhSe): inibiu a formacao de biofilme em suas maiores concentragbes (10 e 20
umol.L-") aproximadamente de 36 e 44 %. O composto (PhSe)2 em relagéo ao
controle nas concentracdes de 10 e 20 umol.L™", visualizamos uma inibicdo de
~47 e 61 %. Os resultados demonstram que os compostos (PhSe)ze (pCl-PhSe):
no tratamento dessa fungemia, apresentaram um potencial significativo de
inibicdo no desenvolvimento de biofilme de C. krusei. Podendo ser uma terapia

alternativa no tratamento desse fungo.
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Figura 12: Formacgao do biofilme produzido por C. krusei em 24 horas apos o
tratamento com (PhSe);ou (pCl-PhSe)..
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Legenda: As condicdes experimentais foram conforme descritas na se¢do de métodos, usando
suspensdes na densidade celular de 107 células viaveis.mL-". Sendo (PhSe)2 () ou (pCIl-PhSe)2
(m). Os valores (médias + DP obtidas de oito experimentos independentes) representam a
porcentagem (ODag0) na presenga de compostos e auséncia de compostos (grupo de controle).
Os resultados foram analisados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey-
Kramer para comparagdes multiplas. *p<0,05 em relagéo ao controle. (PhSe)2 (#).

Fonte: o autor.

7.4 Analise morfolégica de biofilme de C. krusei ap6s o tratamento com os

compostos organocalcogéneos (PhSe):2 e (pCI-PhSe)2

As células de Candida krusei tratadas com (PhSe)2 ou (pCIl-PhSe)2 em
formacdo de biofiime de 24 h (Figura 13) foram analisadas. Em ambos os
compostos utilizados ocorreu a inibicado da formagao do biofilme em relacédo ao
controle. Foi capaz de observar, também, uma diminuigdo dos filamentos e
numero de células. Porém, o composto (PhSe)2 foi capaz de reduzir mais
efetivamente os filamentos, e principalmente, de células em comparacdo ao
composto (pCl-PhSe)2, corroborando com os resultados que obtemos dos
experimentos, em que o (PhSe)2 possui um potencial inibitério maior em relagao
ao (pCl-PhSe)a.
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Figura 13: Aspectos morfoldgicos do biofilme produzido por C. krusei 24 horas apos o
tratamento com (PhSe). ou (pCl-PhSe)..
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Legenda: Biofilmes produzidos por C. krusei (107 células viaveis.mL-') na auséncia de
compostos [Controle (A e B)] e tratado com (PhSe)2[10 pmol.L-" (C) e 20 pmol.L-" (E)] ou (pCl-
PhSe)2 [10 pmol.L-" (D) e 20 ymol.L-! (F)]. Barra de escala = 20 ym.

Fonte: o autor.

7.5 Efeito dos compostos organocalcogéneos (PhSe):2 e (pCI-PhSe)2 sobre

a adesao de C. krusei em superficie de poliestireno

Os resultados obtidos da viabilidade do biofilme foram determinados a
partir da densidade celular de 107 células viaveis.mL"' de Candida krusei, nas
concentragdes dos compostos (PhSe)2 e (pCl-PhSe)2de 10 e 20 ymol.L™" (Fig.
14).

Em relagdo ao controle pode-se observar que o composto (PhSe)2 na
menor € na maior concentracao utilizada, teve uma inibicdo do biofilme formado

foi de ~25 e 45 %, respectivamente. Ja o composto (pCIl-PhSe)2 nas
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concentragdes de 10 e 20 umol.L " teve uma reducao do biofilme formado de ~15
e 20 %, respectivamente. Esses resultados corroboram com os resultados que
obtivemos no item anterior, que o composto (pCl-PhSe)2 possui um potencial de

inibicdo inferior ao composto (PhSe)2 no tratamento de biofilmes de C. krusei.

Figura 14: Adesao de C. krusei em placa de poliestireno apés o tratamento com
(PhSe); ou (pCIl-PhSe)s..
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Legenda: A composicdo do meio de ensaio e as condigdes experimentais foram conforme
descrito na segdo de métodos, usando suspensdes na densidade celular de 107 células viaveis
.mL'. Sendo (PhSe): (m) ou (pCl-PhSe): (m).0Os valores (médias + DP obtidas em seis
experimentos independentes) representam a porcentagem (ODag0) na presenga de compostos e
auséncia de compostos (grupo de controle). Os resultados foram analisados por ANOVA de uma
via seguida pelo teste post hoc de Tukey-Kramer para comparag¢des multiplas. *p<0,05 em
relacdo ao controle. (PhSe)2 (#).

Fonte: o autor.

7.6 Viabilidade celular das células HelLa apdés o tratamento com os
compostos organocalcogéneos disseleneto de difenila (PhSe)2 e p-cloro

disseleneto de difenila (pCI-PhSe)2

Os efeitos citotoxicos de (PhSe)2 e (pCl-PhSe)2 foram avaliados utilizando
as células endocervicais humanas, HelLa. Nenhum dos compostos
organocalcogéneos apresentaram qualquer citotoxicidade (p>0,05) em qualquer
uma das concentracgdes testadas apds 2 e 6 h em comparagdo com o0 grupo hao

tratado (grupo controle), na figura 15.



48

Figura 15: Viabilidade das células HeLa apos o tratamento com os compostos (PhSe).
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Legenda: Os experimentos utilizando HelLa (2x10% célulasxpogo™') foram tratados com (PhSe):
ou (pCl-PhSe)2 em concentragdes de 2, 5, 10 e 20 ymol.L-" por 2 e 6 h. Os valores séo as
porcentagens de células viaveis em relagdo ao numero total de células e corresponde as médias
+ DP de cinco experimentos independentes (n=5) e analisados por ANOVA de uma via, seguido
pelo teste post hoc de Tukey-Kramer para comparagdes multiplas. *p<0,05 em relagdo ao
controle. C: Controle. C+: Controle positivo (DMSO 2,5 %).

Fonte: o autor.

7.7 Adesao de C. krusei em células HeLa apdés o tratamento com os

compostos (PhSe):2 e (pCl-PhSe):

Os efeitos de ambos os compostos organocalcogéneos na adesao de C.
krusei a células epiteliais cervicais foram testadas no presente estudo (Figura
16). O (PhSe)2 demonstrou efeitos inibitérios em adesao de C. krusei as células
epiteliais, sendo mais eficaz que (pCl-PhSe)2, incluindo de uma maneira
dependente as concentragbes do composto presentes no meio.

A quantidade de células de C. krusei que aderiram as células HelLa foram
menores que o controle, apds a exposigao das concentragdes de 10 e 20 pmol.L
-1 do composto (PhSe)2 (70,9 % e 35,9 %, respectivamente) enquanto nenhuma
mudanga significativa foi analisada apds a exposigdo a 2 e 5 ymol.L -' (PhSe)2
(Fig. 16A). Por outro lado, (pCI-PhSe): inibiu 70,2 % da adesdo a 20 ymol.L",
mas nenhuma alteragao foi demonstrada em 2, 5 e 10 ymol.L - (Fig. 16B).
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Figura 16: Adeséao de C. krusei em células HelLa na presenga de (PhSe)2 (A) ou (pCl-
PhSe): (B).
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Legenda: Os dados s&o apresentados como porcentagem de adesao e correspondem as
médias + DP de quatro experimentos independentes (n = 4). *indica diferencgas significativas
(p<0,05 em relagdo ao controle) pelo teste ANOVA de uma via seguido pelo teste post hoc de
Tukey-Kramer para comparagées multiplas. C: grupo de controle.

Fonte: o autor.

De modo geral, os compostos (PhSe)2 e (pCl-PhSe). em diferentes
concentracdes utilizadas foram capazes de inibir o crescimento em densidades
celulares diferentes de C. albicans e C. krusei, bem como inibir a cinética de
crescimento em um periodo de 24 horas para C. albicans e de 40 horas para C.
krusei. Esse mesmo efeito de inibicdo foi possivel observar nas condi¢cdes
diferentes de biofilmes que foram estudadas de C. albicans e C. krusei. As
analises morfologicas dos biofilmes, também, demonstram que os compostos
foram capazes de diminuir o numero de células e filamentos de C. albicans e C.
krusei. Assim, os compostos (PhSe)2 e (pCl-PhSe)2 demonstraram um potencial

significativo de inibicdo de C. albicans e C. krusei.
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8 DISCUSSAO

As infecgbes fungicas possuem importancia médica, uma vez que sao
mais ocasionadas em pacientes imunossuprimidos, em tratamento ou nao de
outras doencgas, como canceres e sindrome da imunodeficiéncia humana (AIDS).
Nesse cenario temos um indice elevado de infecgdes ocasionadas pelo género
Candida. Dentre as espécies mais prevalentes dentro do género, Candida
albicans tem maior prevaléncia (70 %), porém o numero de casos de espécie
nao-albicans (NAC) vém aumentando. Candida krusei é espécie NAC que possui
notoriedade por ser intrinsecamente resistente as terapias antifungicas
convencionais. Uma vez que as terapias convencionais ndo se mostram eficazes
para o tratamento dessas fungemias e alguns medicamentos apresentam sérios
efeitos colaterais, como nefrotoxicidade, se faz necessario o estudo de terapias
alternativas.

Neste estudo, analisamos o comportamento de Candida albicans e
Candida krusei, utilizando compostos organocalcogéneos (PhSe):2 e (pCl-PhSe)2
como potencial terapia alternativa.

No ensaio de crescimento de C. krusei observamos que os compostos
(PhSe)2 e (pCl-PhSe)2 apresentam inibigdo dose dependente, ou seja, quanto
maior a concentragao do composto maior foi a inibicdo do crescimento. O mesmo
foi observado em relacao as densidades celulares; na maior densidade utilizada
(108 células viaveis.mL™") a inibigdo foi menor (em todas as concentragdes dos
compostos) comparado a menor densidade celular (10* células viaveis.mL™).
Estes resultados corroboram com a literatura em que Candida albicans teve o
mesmo comportamento de dose e densidade celular dependente na presenca
dos compostos organocalcogéneos. Em que os compostos (PhSe)2 e
(MeOPhSe)2 foram capazes de inibir o crescimento de Candida albicans e nas
menores densidades celulares o efeito de inibicdo foi maior, assim como é
possivel verificar que quanto maior a concentragao utilizada nos estudos, foi
maior a inibicdo do crescimento. Corroborando com o0s nossos resultados que
apresentam dose dependéncia na inibicdo do crescimento (DE AMORIM et al.,
2018; ROSSETI et al., 2011 e 2015).

Nas concentragdes de 5 a 20 umol.L™" houve inibigdo (no crescimento de
C. krusei) superior a 50 % no composto (PhSe)2 nas densidades celulares de 104
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e 10°%, porém com composto (pCl-PhSe)2 s6 foi observado a mesma inibigao na
densidade celular de 10* Rosseti e colaboradores (2011) demonstraram o
potencial de inibicdo do (PhSe)2 sendo superior ao (pCl-PhSe)2 em crescimento
de Candida albicans.

Para determinar o efeito de compostos organocalcogéneos em cinética
de crescimento de C. albicans e C. krusei, foi realizada uma curva de
crescimento apos tratamento com (PhSe)z ou (pCl-PhSe)2. Uma curva de
crescimento do microrganismo é representada por fases bem definidas (lag,
exponencial ou log), estacionaria e morte ou declinio (FINKEL et al., 2006). A
fase lag € um periodo de tempo durante o qual a regulacéo génica é adaptada
para ajustar uma nova condi¢cao de crescimento; incluem a ativagao de vias de
sinalizagcdo e modificagdes transcricionais que levam a regulagdo positiva da
montagem de proteinas (VERMEERSCH et al., 2019).

As propriedades antifungicas de (PhSe)2 foram mais eficientes que (pCl-
PhSe)2 contra fatores de viruléncia de C. albicans foram descritas anteriormente
na formagéo do tubo germinativo, adesao as superficies das células epiteliais e
formacgao e viabilidade do biofilme, em diferentes estagios de desenvolvimento
(ROSSETI et al., 2011; DA SILVA et al., 2021).

A fase exponencial de C. albicans de comportamento linear no periodo de
14 a 21 h foi demonstrada no controle, apresentando um crescimento regular
durante este periodo. As suspensdes de C. albicans tratadas com (PhSe)2 ou
(pCl-PhSe)2 a 2 umol.L"' ndo apresentaram nenhuma alteragdo em sua cinética
de crescimento em comparagdo com o controle. No entanto, (pCIl-PhSe)2 a 10
umol.L-" foi capaz de alterar o perfil da curva de tempo de crescimento,
particularmente na extensao da fase exponencial. O crescimento das células
tratadas com (pCl-PhSe)2 a 10 umol.L™" foi 20% menor que em relagéo ao grupo
controle. Em contraste com (pCI-PhSe)2, as células tratadas com (PhSe)2 a 10
pumol.L" inibiram significativamente a cinética de crescimento de C. albicans (DA
SILVA et al., 2021).

Em nossos experimentos, os efeitos de (PhSe)2 e (pCl-PhSe)2 também
foram observados na cinética de crescimento de C. krusei. (PhSe)2 também
alterou o perfil da curva de crescimento de C. krusei quando concentragdes >5
umol.L-" foram testadas, em comparagdo com fungos nao tratados ou tratados

com (pCl-PhSe).. Parametros cinéticos de crescimento entre C. albicans, C.



52

glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei clinicamente relevantes
mostraram diferencas na taxa média de crescimento e no tempo necessario para
iniciar a fase exponencial de crescimento (fase lag) (BORDALLO-CARDONA et
al., 2019). (PhSe)2 aumentou significativamente a dura¢ao da fase lag e atrasou
o inicio da fase exponencial na cinética de crescimento de C. krusei em nosso
estudo, e esses resultados abrem novas possibilidades para investigar seus
efeitos em vias regulatérias em espécies de Candida necessarias para
diferenciacdo e multiplicagdo, podendo ocorrer na fase exponencial do
crescimento.

As cinéticas de crescimento de C. albicans e C. krusei foram semelhantes
em ambos os compostos, entretanto na concentragdo de 10 umol.L-" de (PhSe).
nao houve fase exponencial de C. albicans, se mantendo na fase lag durante
todo o periodo de 24 horas. Diferentemente de C. krusei que teve um
crescimento exponencial (em mesma condigao), ndo apresentando uma fase lag
ampla. As duas espécies de Candida que estudamos apresentaram
comportamento diferente durante o desenvolvimento do crescimento, isso pode
ser associado as diferencas que possuem entre si, uma das € a resisténcia
intrinseca que C. krusei apresenta aos tratamentos convencionais, podendo
estar relacionado a fase lag do crescimento ser mais extensa, diferentemente de
C. albicans.

A adesao celular é a fixagcdo de células microbianas a um substrato
biolégico ou nao biolégico (RAMAGE et al., 2009) e representa um importante
fator de viruléncia de fungos do género Candida (TSUI et al., 2016).

Os biofilmes sao formados por uma comunidade microbiana de estrutura
complexa, tendo um papel importante no processo de infeccdo em uma
superficie (PEREIRA et al., 2020). Sua formacao ocorre na mucosa (in vivo)
(NOBILE et al., 2015), e sao dificeis de erradicar uma vez estabelecido, sendo
menos susceptiveis a agentes antimicrobianos e defesas imunolégicas (TSUI et
al., 2016). Diferentes autores tém demonstrado o aumento da resisténcia de
espécies de Candida a diversos antifungicos convencionais (LEBLANC et al.,
2020). As principais etapas no desenvolvimento de biofilme fungico incluem
adeséao; proliferagao, que inclui formacéao de tubo germinativo e desenvolvimento
de hifas; maturacido e a producdo de uma matriz extracelular; e, finalmente, a
dispersdo (RAMAGE et al., 2009). O biofilme formado de 0 a 11 h é considerado



53

como um biofilme jovem, sendo mais sensivel a tratamentos; de 12 a 23 h um
periodo intermediario e a partir de 24 h é classificado como biofilme maduro,
onde a resisténcia € maior aos tratamentos de escolha. O processo de adeséao
de microrganismos em tecidos bioldgicos, acredita-se ser uma etapa significativa
na interagdo entre o patégeno e hospedeiro, e a experiéncia de adesao in vitro
e in vivo em diferentes modelos tém sido empregadas em espécies de Candida
(LAN et al., 2017).

O desenvolvimento do biofilme e adesao celular, ambos desempenham
papéis importantes na candidiase vaginal, visto que sdo os mais ocorrentes. O
desenvolvimento de novas terapias fungicas para direcionar esses mecanismos
de viruléncia € de grande importancia como tatica para o tratamento de doengas
infecciosas (LAN et al., 2017; TANG et al., 2019).

Um método para controlar infecgées por Candida é o uso de compostos
que influenciam na qualidade de adesado e formacédo de biofiime. Isso pode
reduzir o surgimento de cepas resistentes e diminuir as caracteristicas
patogénicas de espécies NAC. Descobriu-se que a atividade antimicrobiana de
varios compostos organocalcogéneos € eficaz no aumento da permeabilidade
da membrana celular, inibindo proteinas com atividades antioxidantes e
induzindo ao estresse oxidativo por meio da superproducdo de espécies
reativas, eventos estes que podem levar a morte celular (ROSSETI et al., 2011
e 2015; DI LEO et al., 2018; NOGUEIRA et al., 2021; DA SILVA et al., 2021).

A formacao e viabilidade do biofilme produzido por C. albicans foram
diminuidos; biofilmes mais jovens foram mais sensiveis ao (PhSe)2 que ao (pCl-
PhSe)2. Esses resultados corroboram os dados da literatura, demonstrando que
biofilmes com maior tempo de maturagcdo sdo mais resistentes a drogas
convencionais como anfotericina B e fluconazol (CULLEN E SPRAGUE, 2012;
VILA et al., 2013; DESAI E MITCHELL, 2015). Um aumento na resisténcia a
agentes antifungicos convencionais por biofiimes maduros de C. albicans
quando comparados com biofilmes de fase inicial também foi relatado na
literatura (CULLEN E SPRAGUE, 2012; VILA et al., 2013; DESAI E MITCHELL,
2015). Um dos fatores associados a resisténcia de biofilmes maduros é a
presenca e producdo em larga escala de b-1,3-glucana na matriz extracelular,
dificultando a penetragdo dos farmacos na estrutura do biofiime (MARTINS et
al., 2012).
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Este estudo mostrou que baixas concentracbes dos compostos
organocalcogéneos (<10 pymol.L"), especialmente de (PhSe)2 foram capazes de
inibir a viabilidade de biofilmes precoces, especialmente na presenca de baixas
densidades celulares. Além disso (PhSe)2 inibiu a transigdo de levedura para
células filamentosas, um processo crucial para a colonizagdo e formacao de
biofiilme por C. albicans. Esses resultados indicam a potencial atividade
antimicrobiana do (PhSe)2, pois a formagao de biofilme em dispositivos médicos
e tecido do hospedeiro € uma etapa crucial para o aparecimento de infeccdes
fungicas e esta associada a alta morbidade e mortalidade em pacientes no
contexto hospitalar (SARDI et al., 2014).

De acordo com os resultados obtidos nos estudos com C. krusei, o
(PhSe)2 teve capacidade dose-dependente trés vezes mais potente para
prevenir a adesao de C. krusei as superficies de poliestireno e células epiteliais
cervicais quando comparado ao (pCl-PhSe)2 sugerindo que (PhSe)2 é mais
eficaz que (pCl-PhSe)2. Candida krusei é capaz de formar biofiimes em
polietileno, policloreto de vinila e vidro (GOMEZ-GAVIRIA E MORA-MONTES,
2020). Aqui, descrevemos os efeitos de (PhSe)2 em formagéao de biofilme por C.
krusei, que € um pré-requisito para seu estabelecimento em tecidos bioldgicos e
resisténcia a drogas antifungicas (RAMAGE et al., 2005; PEREIRA et al., 2020).
(PhSe)2 diminuiu significativamente a formacgé&o de biofilme de forma dependente
da concentracdo em C. krusei, e exibiu efeitos mais potentes que (pCl-PhSe)o.

As propriedades antifungicas de (PhSe)2 também sao mais eficientes que
(pCl-PhSe)2 e foram descritas que a formacdo do tubo germinativo de C.
albicans, adesao as superficies das células epiteliais e formacéo e viabilidade do
biofilme em diferentes estagios de desenvolvimento (ROSSETI et al., 2011; DE
AMORIM et al., 2018; DA SILVA et al., 2021). Em nossos achados, esses efeitos
diferenciais de (PhSe)2 e (pCI-PhSe)2 também foram observados em C. krusei.

A necessidade de terapias alternativas surgiu por meio da elucidagao dos
graves efeitos colaterais de antifungicos convencionais e devido a resisténcia
que microrganismos vém adquirindo desses farmacos. Neste trabalho foi
analisado o potencial de uma terapia alternativa utilizando os compostos (PhSe):
e (pCl-PhSe)2. Ademais, a elucidagdo dos mecanismos de agdo dos compostos
organocalcogéneos e do comportamento em células animais € de extrema

urgéncia.
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Os ensaios de citotoxicidade avaliam os efeitos de um composto em uma
determinada linhagem de células humanas e fornecem informagdes vitais sobre
os atributos biolégicos de uma nova molécula, com foco em sua tolerabilidade
basica (BACSKAY et al., 2018). E embora os mecanismos quimicos subjacentes
a toxicidade do selénio ndo sejam totalmente compreendidos, tem sido relatado
que o (PhSe)2 e seus derivados s&o reconhecidos como compostos de baixa
toxicidade in vivo, e que em altas doses podem provocar efeitos toxicos e estar
associados a efeitos oxidativos. (NOGUEIRA E ROCHA, 2011; NOGUEIRA et
al., 2021). No presente estudo, os efeitos citotéxicos de (PhSe)2 e (pCI-PhSe)2
foram avaliados usando a linhagem celular HeLa. Observamos que nenhum dos
compostos organocalcogéneos demonstraram qualquer citotoxicidade
significativa em qualquer uma das concentragdes e tempos testados.

No ensaio de adesédo de células Hela, Candida albicans e krusel,
verificamos que na maior concentragdo (20 ymol.L-') de ambos os compostos,
obteve o0 mesmo comportamento de diminuir a ades&o celular. Este estudo
descreve pela primeira vez que (PhSe)2 exibe uma atividade antifungica potente
contra a adesao de C. albicans e C. krusei as células do epitélio vaginal (células
Hela), contra o aumento da formacéao de biofilme e viabilidade em comparacao
com (pCl-PhSe)s.
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9 CONCLUSAO

O estudo de novas terapias antifungicas com compostos
organocalcogéneos (PhSe)2 e (pCl-PhSe)2 é de extrema relevancia, uma vez
que infec¢des fungicas tém sido descritas mais frequentemente, assim como os
casos de resisténcia aos farmacos convencionais. No presente estudo, os efeitos
citotoxicos de (PhSe)2 e (pCl-PhSe). foram avaliados utilizando diferentes
protocolos.

Os compostos organocalcogéneos (PhSe)2 e (pCl-PhSe)2 néo
demonstraram qualquer citotoxicidade em nenhuma das concentragdes e
tempos testados. Os compostos organocalcogéneos (PhSe)z e (pCl-PhSe)2
foram capazes de diminuir a adesao de C. albicans e C. krusei em células HelLa
e a viabilidade de biofilmes produzidos pelas espécies.

Curiosamente, os efeitos inibitérios de (PhSe)2 foram mais eficientes que
(pCI-PhSe)2. Portanto, compostos organocalcogéneos, especialmente (PhSe)2,
podem ser consideradas como drogas antifungicas promissoras contra Candida

albicans e Candida krusei.
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