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RESUMO 
 

Espécies de Candida são típicos agentes de infecções oportunistas de baixa a alta 
complexidade. No ambiente hospitalar, por exemplo, estão geralmente relacionadas 
a infecções sistêmicas em pacientes imunocomprometidos com altas taxas de 
mortalidade. Complexando esse cenário, o uso indiscriminado de antifúngicos 
acarretou nos últimos anos em altos índices de resistência, o que atualmente dificulta 
o êxito das estratégias terapêuticas. Em vista deste panorama, estudos empenhados 
no desenvolvimento de novos agentes antifúngicos são um dos principais alvos da 
indústria farmacêutica na atualidade. Neste sentido, o presente trabalho teve como 
objetivo principal avaliar uma série de 12 compostos derivados de selenocianatos 
alílicos (SA) sobre quatro espécies de Candida (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis 
e C. krusei). Para tanto, foram determinadas as concentrações inibitória e fungicida 
mínima (CIM/CFM), os possíveis mecanismos de ação envolvidos e a cinética da ação 
destes SA. Paralelamente, foi também investigado o perfil de toxicidade das moléculas 
selecionadas. As moléculas de SA mostraram-se ativas sobre todas as cepas de 
Candida testadas. A CIM sobre as cepas alcançou atividade na ordem de nanogramas 
por mililitro e a CFM foi equivalente a CIM em 50% das cepas fúngicas avaliadas. Não 
foi constatada ação sobre a parede celular ou membrana citoplasmática fúngica, o 
que pode indicar uma classe de antifúngico com um diferente mecanismo de ação dos 
convencionais antifúngicos disponíveis na clínica médica. O perfil de toxicidade 
mostra que grande parte dos SA testados não exercem efeitos genotóxicos e 
citotóxicos sobre leucócitos humanos, além de ausência de alergenicidade. A cinética 
de ação demonstrou que SA 9 possui um efeito fungistático sobre as células fúngicas. 
Com base nos resultados encontrados neste estudo, podemos concluir que os SA são 
potenciais hits para o desenvolvimento de novos agentes antifúngicos no combate das 
mais prevalentes espécies de Candida, sendo o composto 9 a entidade com melhor 
atividade inibitória em baixas concentrações, segurança toxicológica e bom perfil de 
biodisponibilidade. 
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ABSTRACT 

 
Candida species are typical agents of opportunistic infections from low to high 
complexity. In the hospital environment, for example, they are usually related to 
systemic infections in immunocompromised patients with high mortality rates. 
Complexing this scenario, the indiscriminate use of antifungals has in recent years 
resulted in high levels of resistance, which currently hinders the success of therapeutic 
strategies. In view of this panorama, studies dedicated to the development of new 
antifungal agents are one of the main targets of the pharmaceutical industry today. In 
this sense, the main objective of this work was to evaluate a series of 12 compounds 
derived from allylic selenocyanates (AS) on four Candida species (C. albicans, C. 
glabrata, C. tropicalis and C. krusei). Therefore, the minimum inhibitory and fungicidal 
concentrations (MIC / MFC), the possible mechanisms of action involved and the 
kinetics of the action of these SA were determined. In parallel, the toxicity profile of the 
selected molecules was also investigated. AS molecules were active to all tested 
Candida strains. The MIC of the strains reached activity in the order of nanograms per 
milliliter and the CFM was equivalent to MIC in 50% of the evaluated fungal strains. No 
action was observed on the cell wall or fungal cytoplasmic membrane, which may 
indicate a class of antifungal with a different mechanism of action of the conventional 
antifungal available in the medical clinic. The toxicity profile show that a large part of 
the AS tested does not exert genotoxic and cytotoxic effects on human leukocytes, 
besides absence of allergenicity. The kinetics of action demonstrated that AS 9 has a 
fungistatic effect on fungal cells. Based on the results found in this study, we can 
conclude that AS are potential hits for the development of new antifungal agents in the 
fight against the most prevalent species of Candida, with compound 9 being the entity 
with the best inhibitory activity in low concentrations, toxicological safety and good 
bioavailability profile. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Candida sp. é um microrganismo comensal encontrado na microbiota de 

humanos e animais. Considerado um patógeno oportunista, é o principal gênero 

associado a infecções de difícil tratamento em imunocomprometidos, além de 

ocasionar candidíases em indivíduos saudáveis. As espécies Candida albicans, C. 

glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei representam, atualmente, mais de 

90% da incidência de infecção por este gênero e são os principais alvos da maioria 

dos antifúngicos. Embora C. albicans represente a espécie mais isolada em 

candidíases, nas últimas décadas tem-se observado uma mudança epidemiológica 

que revela um aumento no número de infecções ocasionadas por espécies não-

albicans (Spampinato & Leonardi, 2013; Ng et al., 2015; Moazeni et al., 2018). Essa 

mudança está relacionada principalmente ao aumento do número de indivíduos 

imunocomprometidos, bem como o uso de imunossupressores, quimioterápicos, 

antimicrobianos, acesso venoso central, procedimentos cirúrgicos invasivos, nutrição 

parenteral, uso profilático e indiscriminado de antifúngicos (Dadar et al., 2018). 

Esses fatores favorecem a adaptação e evolução de isolados resistentes e 

menos suscetíveis aos tratamentos disponíveis na clínica médica o que acaba por 

ocasionar a falha terapêutica (Wiederhold, 2017). Este cenário revela um importante 

problema de saúde pública especialmente nos casos de infecções invasivas, uma vez 

que são relatadas altas taxas de morbidade e mortalidade (cerca de 50%), 

representando um grande desafio para o êxito das estratégias terapêuticas, além de 

dispendiosos custos e prolongamento do tempo de internação (Lockhart, 2014; 

Jahagirdar et al., 2018). 

Atualmente, diversos antifúngicos estão disponíveis para o tratamento 

destas infecções, porém os mais utilizados e recomendados apresentam importantes 

reações adversas, como é o caso da anfotericina B e sua ação nefrotóxica (Kyriakidis 

et al., 2017; Laniado-Laborín & Cabrales-Vargas, 2009; Stanzani et al., 2017; 

Yamazaki et al., 2018). Por outro lado, antifúngicos tais como o fluconazol, 

possibilitam o desenvolvimento de resistência adaptativa devido a sua ação 

fungistática (Huang & Kao, 2012), e as equinocandinas estão disponíveis apenas para 

administração intravenosa (Kofla & Ruhnke, 2011). Diante destes fatos, há notável 
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necessidade em pesquisa e desenvolvimento de novos fármacos com diferentes 

estruturas químicas e mecanismos de ação para um tratamento seguro e eficaz destas 

doenças. 

Neste contexto, compostos derivados de selenocianatos têm emergido com 

seu potencial antimicrobiano, relatando ação frente a fungos filamentosos (Batista et 

al., 2017), bactérias (Burghout et al., 2011; Huang et al., 2018; Sá et al., 2014), 

micobactérias (Silveira et al., 2012), leishmania (Iman et al., 2016; Baquedano et al., 

2016; Plano et al., 2011), trypanossoma (Chao et al., 2017), além de estudos 

avaliando seu potencial antioxidante (Chakraborty et al., 2016) e antitumoral (Tew & 

Galli, 2017; Abed et al., 2015; Saha et al., 2011; Facompre et al., 2010; Naithani, 

2008). 

Mediante estes estudos questionou-se a atividade de compostos derivados 

de selenocianatos alílicos sobre espécies patogênicas de leveduras do gênero 

Candida, bem como os seus possíveis mecanismos de ação, efeitos citotóxicos e 

alergênicos. Este estudo teve a finalidade de descobrir um novo e promissor agente 

antifúngico visando o avanço de recursos terapêuticos disponíveis atualmente para o 

tratamento de candidíases. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral 

Caracterizar o potencial anti-Candida de compostos sintéticos pertencentes 

à classe dos selenocianatos alílicos. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

a) Estudar a susceptibilidade de 36 cepas, entre sensíveis e resistentes ao 

fluconazol, pertencentes às espécies de C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C. 

krusei frente a 12 compostos derivados de selenocianato alílico. 

b) Determinar a relação estrutura-atividade (REA) das moléculas frente às 

cepas estudadas, possibilitando o melhor entendimento das modificações estruturais 

e seu desempenho em relação ao potencial fungitóxico. 

c) Avaliar o tempo de ação do composto que desempenhar o melhor 

potencial antifúngico, bem como a sua cinética sobre as células fúngicas. 

d) Investigar os possíveis mecanismos de ação das moléculas mais 

efetivas, observando sua interação em relação à membrana e parede celular fúngica. 

e) Avaliar o perfil de toxicidade e alergenicidade das 12 moléculas, com o 

intuito de conhecer a segurança do seu uso clínico. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

3.1  Candida sp. e a epidemiologia de candidíase 

Candida sp. é um microrganismo eucarioto ubíquo, amplamente distribuído 

no ambiente e constituído por cerca de 150 espécies (Silva et al., 2012), das quais 

aproximadamente 40 estão ligadas a humanos (Criseo et al., 2015). Nesses, é um 

saprofítico comum, encontrado principalmente na cavidade oral, região genital, trato 

gastrointestinal e pele (Dantas et al., 2016; Sun & Dudeja, 2018).  

No entanto, ainda que saprofítico, em alguns momentos pode comportar-

se como oportunista induzido por alterações do sistema imune do hospedeiro (Papon 

et al., 2013; Spampinato & Leonardi 2013), já que em um processo infeccioso, as 

células fúngicas secretam enzimas hidrolíticas (lipases, proteases, fosfolipases) 

utilizadas para invadir células hospedeiras e adesinas que permitem a sua adesão em 

superfícies bióticas ou abióticas, tais como implantes médicos e cateteres formando 

biofilme (Richardson et al., 2018). Assim, são capazes de manipular a resposta imune 

do hospedeiro para sua evasão (Chaffin, 2008; Gow & Yadav, 2017; Braunsdorf & 

LeibundGut-Landmann, 2018). 

Mundialmente, Candida spp. pode ocasionar diferentes tipos de infecções, 

tais como: candidíase cutânea, orofaríngea, esofágica, candidíase do trato 

respiratório, urinário, do sistema nervoso central, vulvovaginal, abdominal, ocular, 

cardíaca, endovascular, candidíase disseminada e candidemia. Entre as recorrentes, 

destacam-se as apresentações mucocutânea e invasiva (Sobel, 2015). E, dentre os 

principais fatores envolvidos, estão a antibioticoterapia prolongada, dispositivos de 

acesso central vascular, procedimentos cirúrgicos, queimaduras extensivas, 

neutropenia, nutrição parenteral, cateter urinário, malignidade hematológicas, 

quimioterapia, prematuridade, entre outros (Abu-Elteen & Hamad, 2012; Mora-Montes 

& Lopes-Bezerra, 2017). 

No caso das candidemias, apenas 5 espécies (C. albicans, C. glabrata, C. 

tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis) são responsáveis por 92% delas (Mora-Montes 

& Lopes-Bezerra, 2017). Em um âmbito mundial, as infecções por Candida sp. 

mostram diferentes padrões de incidência em diferentes regiões, pois variam de 

acordo com as condições climáticas, sociais e econômicas de cada país (Vallabhaneni 

et al., 2016). Como é o caso, por exemplo, do Paquistão, onde foram relatados 21 
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casos para cada 100.000 habitantes, destacando-se como o país de maior prevalência 

desse acometimento. O Brasil foi o segundo a exibir casos de candidemia (14,9 casos 

em 100.000), seguido pela Rússia (8,29 casos em 100.000). Por outro lado, os 

menores índices foram relatados pela Jamaica que exibiu cinco casos em cada 

100.000, seguido pela Áustria (2,1 em 100.000) e Portugal (2,2 casos em 100.000) 

(Bongomin et al., 2017). 

As razões para estas diferenças são multifatoriais e podem ser atribuídas 

à diferença de população de pacientes, recursos disponíveis para cuidados médicos 

e treinamentos, além de dificuldade na implementação de programas de controle de 

infecção hospitalar e diferentes metodologias de vigilância (Vallabhaneni et al., 2016). 

Em relação à candidíase invasiva, uma estimativa global recente relata que ocorrem 

cerca de 700.000 casos por ano, sendo Candida albicans o principal agente etiológico 

associado a candidíase invasiva no mundo, porém está sendo observado um aumento 

de casos envolvendo espécies não-albicans (C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, 

C. krusei, C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. inconspícua, C. 

bracarensis, C. famata, e recentemente C. auris) (Martins et al., 2014; Mora-Montes & 

Lopes-Bezerra, 2017). Estas são mais propensas a apresentarem resistência aos 

antifúngicos, principalmente fluconazol, o qual possui importante papel no tratamento 

e profilaxia dessas infecções em vários continentes (Bongomin et al., 2017). 

Nucci et al. (2010) abordam a incidência de infecções invasivas em centros 

de tratamento do hemisfério norte: EUA – 0,28 a 0,96 em 1000 admissões 

hospitalares, Canadá - 0,45, Europa – 0,20 a 0,38, França – 0,17, Noruega – 0,17, 

Hungria – 0,20 a 0,40, Suíça – 0,27, Itália – 0,38 e Espanha – 0,76 a 0,81. No Brasil, 

Doi et al. (2016) realizaram um estudo multicêntrico de vigilância em 16 hospitais entre 

os meses de junho de 2007 a março de 2010 e relataram que Candida sp. foi o sétimo 

microrganismo mais prevalente, sendo que 65,4% dos isolados eram espécies não-

albicans.  

Guinea (2014) relata que alguns países do norte europeu e Estados Unidos 

apresentam um grande número de infecções causadas por C. glabrata e baixo índice 

de C. parapsilosis. Em contraste, hospitais brasileiros relatam poucos casos de 

infecções atribuídas à C. glabrata e alto índice de infecções ocasionadas por C. 

parapsilosis e C. tropicalis (Doi et al., 2016). As diferenças na distribuição das 

espécies de Candida nas diferentes partes do mundo podem estar ligadas a 
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imunossupressão, enfermidades, prematuridade, exposição a antibióticos de amplo 

espectro, idade avançada, uso profilático de antifúngicos e presença de cateter 

intravenoso (Mora-Montes & Lopes-Bezerra, 2017). 

C. albicans é indubitavelmente a espécie mais abundante presente na 

microbiota dos seres humanos e um dos fatores de virulência mais importantes ligados 

a essa espécie é a transição de levedura para hifa (Calderone & Cancy, 2012; Noble 

et al., 2017). Esse dimorfismo se torna crucial para a invasão e infecção do tecido, 

sendo já relatado que cepas mutantes incapazes de desenvolverem filamentos 

tornaram-se avirulentas (Lo et al., 1997). Além de leveduras, pseudo-hifas e hifas, C. 

albicans é capaz de produzir clamidósporos em condições de estresse e abstenção 

de nutrientes (Calderone & Cancy, 2012).  

Por outro lado, C. glabrata assume a posição de segunda causa mais 

comum de candidemia, sendo relatada como a espécie mais prevalente isolada em 

infecções da mucosa oral e vaginal, nos Estados Unidos da América e outros países 

europeus (Kurtzman et al., 2010; Sampaio & Pais, 2014). O tratamento de infecções 

ocasionadas por essa espécie é complexo devido a sua característica intrínseca aos 

azóis, além de possuir alta capacidade de adaptação quando exposta a antifúngicos 

fungistáticos. Apresenta-se principalmente sob a forma leveduriforme, embora haja 

relato de dimorfismo quando privadas de fonte de nitrogênio (Csank & Haynes 2000; 

Kaur et al., 2005) portanto, sua patogenicidade parece ser independente de sua 

morfologia celular (Roy & Thompson, 2015). É considerada uma das espécies mais 

resistentes, podendo sobreviver em superfícies inanimadas por cerca de 5 meses, 

além de colonizar tecidos e superfícies abióticas formando biofilme (Rodrigues et al., 

2014). 

Candida tropicalis é considerada o terceiro patógeno mais isolado em 

hemoculturas e uroculturas, é frequentemente encontrada em pacientes internados 

em unidades de terapia intensiva (UTI), especialmente em pacientes que necessitam 

de cateterismo prolongado devido à quimioterapia ou antibioticoterapia de amplo 

espectro. Além disso, C. tropicalis pode exibir maior capacidade de disseminação em 

indivíduos neutropênicos em comparação às demais espécies de Candida spp. (Silva 

et al., 2012).  

C. krusei embora não seja a espécie mais comumente isolada, é um 

importante patógeno, pois é intrinsecamente resistente ao fluconazol, sendo que seu 
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mecanismo de resistência permanece não completamente elucidado (Whaley et al., 

2017). Já a C. parapsilosis é separada em três espécies distintas: C. parapsilosis, C. 

metapsilosis e C. orthopsilosis (Neji et al., 2017). Nas últimas décadas sua incidência 

aumentou drasticamente e atualmente é considerada a segunda espécie de Candida 

mais isolada em hemoculturas, devido a sua capacidade de crescimento em soluções 

de hiperalimentação, além de alta afinidade de crescimento em dispositivos 

intravasculares e próteses (Silva et al., 2012). 

 

 

3.2 Candidíases e Candidemias 

Em crianças, a candidíase cutânea primária manifesta-se por erupções 

cutâneas difusas, de prurido generalizado, podendo acometer o tronco, tórax, região 

anal, axilas, mãos e pés. Essas erupções começam como vesículas individuais que 

se rompem causando fissuras, espalhando-se pelo tecido. Lesões satélites são 

frequentemente encontradas. Os locais onde os tecidos estejam próximos e forneçam 

um ambiente quente e úmido são propícios para o desenvolvimento de tais infecções 

(Sobel, 2015). Nos casos de candidíase mucocutânea crônica, os indivíduos 

apresentam manifestações clínicas na infância ou durante as duas primeiras décadas 

de vida. Essas infecções crônicas e recorrentes acometem a pele, cabelos, unhas e 

mucosas, possuem um curso prolongado, podendo resultar em formas desfiguradas 

chamadas de granuloma (Green & Dolen, 2017). Esses pacientes raramente 

apresentam a forma disseminada da infecção. Essa condição é associada com 

frequência a endocrinopatias (doença de Addison, hipotireoidismo, 

hipoparatireoidismo e diabetes) e indivíduos imunocomprometidos (Khosravi et al., 

2018). 

As infecções mucocutâneas ocasionadas pelo gênero Candida que 

acometem as unhas resultam na paroníquia, a qual é caracterizada por lesões 

dolorosas e eritematosas ao redor/sob as unhas e leitos ungueais. Está 

frequentemente associada à constante imersão das mãos em água e é muito 

frequente em diabéticos (Schlosserg, 2015). 

A candidíase vulvovaginal (CV) é considerada a infecção mucocutânea 

mais frequente. É caracterizada pela infecção superficial das paredes vaginais 

desencadeando leucorréia, prurido e dor, principalmente ao urinar (Chew & Than, 
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2016). Estima-se que ao longo da vida, uma a cada duas mulheres apresentarão um 

episódio (Blostein et al., 2017). Nesse tipo de infecção, Candida albicans é o principal 

agente etiológico, no entanto, o número de episódios ocasionados por CNA têm 

aumentado significativamente nos últimos anos, relevando uma maior incidência de 

C. glabrata (Gonçalves et al., 2016). Em homens, a glande ou sulco coronal também 

podem ser acometidos por C. albicans resultando na balanite que pode espalhar-se 

pelas áreas inguinais (Kaushik et al., 2015; Rajiah et al., 2012). 

A candidíase oral é uma das infecções mais populares da cavidade bucal, 

provoca sensação de queimação, ardência, boca seca, mau gosto e perda do paladar 

(Zhou et al., 2018). Em geral, atinge grande parte de pacientes idosos usuários de 

próteses dentárias, imunodeprimidos, diabéticos e neutropênicos (Meira et la., 2017). 

Pode alcançar a faringe e em casos mais graves e estender-se até o esôfago (Kaushik 

et al., 2015). A manifestação geralmente acontece de forma assintomática, 

caracterizada por placas brancas na língua, embora possa ocorrer ardência ou dor ao 

ingerir comidas temperadas e ácidas (Meira et al., 2017). 

 Por outro lado, a candidíase esofágica é considerada causa mais comum 

de esofagite infecciosa. Manifesta-se por disfagia ou odinofagia, dor retroesternal 

acompanhada ou não de candidíase oral, está correlacionada a imunossuprimidos, 

diabéticos, idade avançada e antibioticoterapia de amplo espectro (Alsomali et al., 

2017). Nos casos de candidemia, as manifestações clínicas são a presença de febre 

e a não resposta aos antifúngicos em pacientes de risco. A febre tem início insidioso, 

e pode estar acompanhada ou não de calafrio, mialgia, hipotensão e taquicardia, até 

hipotermia e outros sintomas de sepse (Colombo et al., 2013). 

Candidemias também podem manifestar as formas invasiva e metastática 

sistêmica. Quando diagnosticada, o exame físico geral dificilmente revela sinais 

clínicos de disseminação. O uso de cateter venoso central é a principal fonte desse 

tipo de infecção e a taxa de mortalidade relatada é de 40-60% variando de acordo 

com as condições epidemiológicas (Sobel, 2015). A candidíase disseminada crônica 

(CDC), em geral acomete pacientes com neutropenia grave e persistente (devido a 

transplante de células estaminais e leucemia aguda, por exemplo) (Schlosserg, 2015). 

Outras formas de candidíase invasiva também são relatadas como: 

endocardite, infecção do sistema nervoso central, candidíase gastrointestinal, 

candidíase ocular, infecção dos ossos e tecidos moles, candidíase do trato respiratório 
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e infecções geniturinárias ocasionadas por Candida (O’Leary et al., 2018). 

 

3.3 Classificação dos agentes antifúngicos 

Atualmente as principais classes de agentes antifúngicos disponíveis no 

mercado consistem em polienos, azóis e equinocandinas (Tabela 1). 

 

TABELA 1: Classes de agentes antifúngicos recomendados para o tratamento de 

infecções ocasionadas por fungos leveduriformes. 

Classe Antifúngico Mecanismo de ação 

Azóis 
Fluconazol, Itraconazol, Voriconazol e 

Posaconazol 

Bloqueadores da α-14- 

demetilase 

Polienos 

Anfotericina B (AmB), Anfotericina B 

Lipossomal (AmB-L), Anfotericina B 

Complexo Lipídico (ABCL), Natamicina 

e Nistatina 

Ligação ao ergosterol, 

formação de poros e 

lise celular 

Equinocandinas 
Caspofungina, Anidulafungina e 

Micafungina 

Inibidores da síntese de 

1, 3 – β – Glucano 

Análogos da 

Pirimidina 

5-Fluorocitosina (5-FC) e 5-Fluoracil 

(5-FU) 

Inibidores da síntese de 

DNA 

Fonte: Adaptada de Schlosserg (2015). 

 

3.3.1 Poliênos 

Os poliênos foram os primeiros fármacos antifúngicos de uso clínico, são 

fungicidas e de amplo espectro atuando sobre fungos filamentosos, dimórficos e 

leveduriformes (Nett & Andes, 2016). E, dentre eles estão a nistatina, natamicina e 

Anfotericina B desoxicolato (AmB). Estes por sua vez, são fármacos de origem natural 

obtidos através dos actinomicetos: Streptomyces noursei, S. natalensis e S. nodosum, 

respectivamente.  

A AmB possui estrutura anfifílica e atua ligando-se à bicamada lipídica da 

membrana celular. Seu mecanismo de ação é caracterizado pela interação de oito das 
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suas moléculas com 8 moléculas de ergosterol formando um canal. Quando dois 

destes canais se unem, resultam em um poro que atravessa a membrana. Esses 

poros rompem e desestruturam a célula, ocasionando o extravasamento do conteúdo 

e morte celular (Bellmann & Smuszkiewicz, 2017). Também podem atuar ligando-se 

ao ergosterol onde formam uma estrutura extramembranosa espongiforme 

culminando na morte celular (Campoy & Adrio, 2017). 

AmB possui outras duas formulações de base lipídica, AmB – Lipossomal 

(AmB-L) e AmB Complexo Lipídico (ABCL) com a finalidade de melhorar sua entrada 

na célula fúngica e diminuir os efeitos tóxicos que muitas vezes limitam o seu uso 

(Stone et al., 2016; Adler-Moore et al., 2016). Os efeitos adversos relacionados à 

infusão (EARI) amplamente observados são calafrio, hipo ou hipertensão, náuseas, 

vômitos, hipocalemia, febre, hipóxia, rigidez e em alguns casos fibrilação ventricular, 

além da deterioração da função renal observada em cerca de 80% dos pacientes 

tratados com AmB (Bellmann & Smuszkiewicz, 2017; Laniado-Laborín & Cabrales-

Vargas, 2009). 

Nistatina é comumente utilizada para o tratamento de candidíase cutânea, 

vaginal e esofágica, e a natamicina é empregada em casos de ceratite fúngica. Ambas 

são utilizadas para tratamento tópico devido a sua baixa absorção no intestino e alta 

toxicidade (Prasad, 2017; Malayeri et al., 2018). 

 

3.3.2 Azóis 

 Os azóis são antifúngicos constituídos por moléculas orgânicas 

amplamente utilizadas na clínica médica para fins de prevenção e tratamento, inibem 

um amplo espectro de espécies fúngicas, mas apresentam algumas limitações para 

fungos filamentosos e espécies intrinsecamente resistentes (Scorzoni et al., 2017). 

Atuam na inibição da enzima lanosterol 14α-desmetilase, codificada pelo gene 

ERG11, responsável por converter o lanosterol em ergosterol presente na membrana 

celular, impedindo o crescimento e replicação celular (Nett & Andes, 2016; François 

et al., 2006). 

Os azóis podem ser classificados em dois grupos, imidazóis e triazóis. Os 

imidazóis (clotrimazol, miconazol, cetoconazol) foram a primeira linha de antifúngicos 

azólicos que surgiram, porém, sua alta toxicidade, efeitos colaterais e interações 

medicamentosas no uso sistêmico levaram a substituição pelos triazóis, e passaram 
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a ser usados em formulações tópicas (Prasad, 2017). A primeira geração de triazóis 

foi composta por itraconazol e fluconazol, ambos com ampla atividade e segurança. 

Entretanto, ambos apresentam ação limitada sobre espécies emergentes como 

Scedosporium, Fusaruim e Mucorales. A segunda geração de triazóis é representada 

pelo voriconazol (2002) e posaconazol (2006). Estes exibem amplo espectro de ação, 

incluindo Fusarium, Zygomicetos e Criptococcus, e ação fungicida. Voriconazol 

tornou-se tratamento de primeira linha para aspergilose invasiva (Nett & Andes, 2016; 

Peyton et al., 2015). 

Fluconazol é o antifúngico de preferência entre os triazóis devido a sua 

excelente biodisponibilidade, tolerância e segurança. Ambas as formulações são 

disponíveis, oral (sua absorção não é prejudicada pelo suco gástrico) e intravenosa. 

Este fármaco possui excelente penetração no líquido cefalorraquidiano (Bafeltowska 

& Buszman, 2005). É principalmente indicado para o tratamento de candidíase 

esofágica, do trato urogenital, vulvovaginal e candidemia. Também é indicado como 

tratamento profilático em pacientes que passaram por transplante de medula óssea 

(Carmona & Limper, 2017; Richardson et al., 1990). 

Itraconazol surge com amplo espectro em relação ao fluconazol, porém, 

não é ativo contra espécies de Fusarium ou zigomicetos. É disponível em solução oral 

e cápsulas, sua formulação para administração intravenosa foi retirada em 2007 

devido à toxicidade cardíaca. Não consegue atingir o líquido cefalorraquidiano e sua 

biodisponibilidade é baixa. Atualmente, permanece sendo utilizado no tratamento de 

pacientes acometidos por infecções de fungos dimórficos, incluindo coccidiomicose, 

blastomicose e histoplasmose (Lestner & Hope, 2013; Hurlé et al., 2006). A segunda 

geração de triazóis é marcada pelo melhor desempenho farmacocinético e menores 

interações medicamentosas (Peyton et al., 2015).  

O voriconazol possui formulação oral e intravenosa, sendo a forma oral de 

alta biodisponibilidade e são capazes de penetrar no líquor (Palmisani et al., 2017). 

Seu espectro de ação é mais amplo em relação à primeira geração, abrangendo 

espécies de Candida, Cryptococcus, Fusarium, Scedosporium e Aspergillus, porém 

não é ativo para zigomicetos, contrário ao posaconazol que possui atividade (Chang 

et al., 2017). 

Posaconazol inicialmente era apenas disponível na forma de solução oral, 

porém já conta com a forma de comprimidos, sendo estes de liberação lenta, melhor 
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absorção, e presença prolongada no plasma. Este fármaco tem sido aplicado como 

profilaxia em pacientes de alto risco por neutropenia prolongada, leucemia mieloide 

aguda, pós-transplante, e também em casos infecções fúngicas por fungos 

filamentosos (Clark et al., 2015). Atualmente posaconazol injetável está em fase 

clínica 3 no tratamento de aspergilose invasiva, e sua conclusão está prevista para 

2018 (Bustamante et al., 2017; Farowski et al., 2007). 

Recentemente o uso do isavuconazol foi aprovado nos Estados Unidos e 

União Européia para o tratamento intravenoso e oral de mucormicose e aspergilose 

invasiva (Jenks et al., 2018; Donnelley et al., 2016). Devido ao caráter fungistático da 

grande maioria dos triazóis, observa-se o crescente desenvolvimento de resistência 

extrínseca e cruzada dos fungos a estas drogas, como exemplo C. glabrata, C. krusei 

e Aspergillus fumigattus para fluconazol (Campoy & Adrio, 2017). 

 

3.3.3 Equinocandinas 

As equinocandinas por sua vez são uma classe lipopeptídeos sintéticos que 

possuem alvo seletivo para a parede celular fúngica, não agindo sobre as células 

humanas, o que os tornam seguros e com poucos efeitos colaterais em comparação 

aos demais antifúngicos como a Anfotericina B (Patil & Majumdar, 2017). Estes 

compostos atuam como inibidores não competitivos do complexo enzimático β-(1,3)-

D-Glicano sintase que se ligam à subunidade Fsk1 bloqueando a produção de β-1,3-

Glicano, um dos principais componentes da parede celular fúngica. Dessa forma 

ocorre a ruptura das estruturas da parede celular em crescimento, fragilizando a célula 

devido à instabilidade osmótica, resultando na morte celular (Sanguinetti et al., 2015). 

Possuem ação fungicida contra espécies de Candida e Saccharomyces, 

contudo, desempenha ação fungistática em espécies de Aspergillus. Essa diferença 

no modo de atuação do fármaco é atribuída às variações morfológicas e fenotípicas 

dos fungos relativo ao conteúdo de glicano presente na célula. Não são ativas para os 

gêneros Cryptococcus, Fusarium, Trichosporon, Rhodotorula e Scedosporium (Perlin 

et al., 2017). 

 Micafungina, caspofungina e anidulafungina, possuem basicamente as 

mesmas características em relação ao mecanismo de ação, farmacocinética e efeitos 

adversos. Caspofungina é derivada da pneumocandina B, que é produzida por Glarea 

lozoyensis, por outro lado, micafungina é um composto semi-sintético da 
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equinocandina B produzida por Aspergillus nidulans e a anidulafungina é obtida 

através da modificação química do produto da fermentação de Coleophoma empetri 

(Campoy & Adrio, 2017). O uso desta classe é indicado principalmente para infecções 

como candidíase esofágica, candidemia e candidíase invasiva, além de ser aprovada 

como tratamento empírico em casos de neutropenia febril e falha terapêutica em 

aspergilose invasiva ou pacientes intolerantes aos demais antifúngicos (Wilke, 2011). 

São metabolizadas pelo fígado, portanto recomenda-se diminuir a dose em pacientes 

com insuficiência hepática crônica. Pode interagir com ciclosporina, rifampicina, 

tacrolimo, dexametasona e carbamazepina. Anidulafungina foi aprovada pela FDA 

para tratamento de candidíase disseminada, esofágica e candidemia. Efeitos 

adversos ao processo de infusão são raros, não sendo observadas interações 

medicamentosas significativas até então investigadas (Carmona & Limper, 2017). 

As equinocandinas possuem um perfil de absorção no trato gastrointestinal 

extremamente baixo, portanto encontram-se disponíveis apenas para administração 

via parenteral (Perea, 2016). Também possuem distribuição limitada para o sistema 

nervoso central, sendo assim inadequado o uso em casos de meningites e 

endoftalmites (Aguilar-Zapata et al., 2015). Entre as reações adversas relatadas estão 

os distúrbios gastrointestinais, a elevação das aminotransferases, a cefaleia e as 

reações infusionais leves, ocorrendo em menos de 1% dos pacientes (Patil & 

Majumdar, 2017). 

 

3.3.4 Análogos da pirimidina 

Em relação aos análogos da pirimidina, a flucitosina apresenta mecanismo 

de ação único e distinto dos demais antifúngicos, com atividade fungistática seletiva 

interferindo no metabolismo da pirimidina, síntese de RNA/DNA e proteínas. As 

moléculas de flucitosina permeiam a célula fúngica através da via citosina permease 

que é convertida pela citosina deaminase em 5-fluorouracil. Posteriormente é 

transformada em 5-fluorouridina monofosfato, fosforilada e incorporada ao RNA 

ocasionando a inibição da síntese de proteínas (Sidhartha, 2015). A molécula 5-

fluorouracil também pode sofrer conversão à monofosfato de 5-fluorodeoxiuridina 

inibindo a enzima timidilato sintase, impedindo assim a síntese de DNA e divisão 

celular (Campoy & Adrio, 2017). Possui atividade contra espécies de Candida, 

Cryptococcus e Saccharomyces, entretanto é ineficaz para espécies de Aspergillus e 
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Zigomicetos, pois muitos fungos filamentosos não possuem as enzimas necessárias 

para a sua internalização e conversão (Davey et al., 2015). O desenvolvimento de 

resistência é comum nessa classe, o que leva ao uso da terapia combinada com 

outros antifúngicos, como por exemplo a anfotericina B e fluconazol (Chandrasekar, 

2011; Perfect, 2017). 

A monoterapia com flucitosina pode ser uma opção a ser aplicada em casos 

de cistite ocasionada por Candida, em decorrência das altas concentrações urinárias 

e tempo de tratamento relativamente curto (Nett & Andes, 2016). Seus efeitos 

colaterais são geralmente brandos, os mais comuns compreendem erupção cutânea, 

diarreia, elevação das enzimas hepáticas e supressão da medula óssea (apenas em 

períodos prolongados de administração) (Carmona & Limper, 2017; Vandeputte et al., 

2012). 

 

3.4 Mecanismos de resistência de espécies de Candida aos 

antifúngicos 

 

Os microrganismos de forma geral possuem uma grande capacidade de 

desenvolver resistência aos antimicrobianos como forma de evolução e perpetuação 

da espécie, em decorrência, o número de falhas terapêuticas é crescente tornando as 

opções de tratamento restritas (Campoy & Adrio, 2017). Em relação aos fungos, este 

cenário é ainda mais agravante, uma vez que há poucas classes majoritariamente 

empregadas na clínica médica (Hadrich &  Ayadi, 2018). 

Os principais mecanismos de resistência relatados são de atuação a nível 

molecular. Para conter o efeito fungicida e/ou fungistático destes fármacos, os 

microrganismos expressam três principais mecanismos de resistência. O primeiro é 

baseado no decréscimo da concentração efetiva do fármaco, seguido por alteração 

do seu alvo, e modificações do metabolismo para evadir os efeitos tóxicos exercidos 

pelos fármacos (Spampinato & Leonardi. 2013). 

Um dos mecanismos utilizados pelas células para diminuir a concentração 

intracelular do fármaco é aumentar o seu efluxo. As principais classes de bombas de 

efluxo são representadas pelos transportadores de cassete de ligação a ATP 

(transportadores do tipo ABC) e transportadores pertencentes à superfamília dos 

facilitadores maioritários (MFS). Os principais transportadores do tipo ABC são CDR1 
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e CDR2, majoritariamente envolvidos na resistência aos azóis por C. albicans e 

CgCDR1, CgCDR2, CgSNQ2 para C. glabrata (Perlin et al., 2017; Pfaller, 2012). 

Outros genes também são relatados, como ABC1 e 2 em C. krusei e CDR1 em C. 

tropicalis. Os transportadores MSF são principalmente regulados por MDR1 e FLU1 

em C. albicans. Além disso, mutações pontuais nestes reguladores, definidas como 

mutações de ganho de função (MGF), conferem altos níveis de resistência aos azóis. 

Mutações no gene de transcrição Upc2p de MGF aumentam a resistência ao 

fluconazol em C. albicans (Perlin, 2015). Outra maneira de diminuir a efetividade da 

droga ocorre por meio de mutações no gene ERG11, ERG1, ERG3, ERG7, ERG9 e 

ERG25, envolvidos na biossíntese do ergosterol, acarretando na resistência aos azóis 

(Campoy & Adrio, 2017). 

Nas equinocandinas a resistência é sistematicamente associada a 

mutações nos genes FSK1 ou FSK2. Essas mutações são localizadas em duas 

diferentes regiões hot spot desses genes, nomeadas HS1 e HS2, sendo assim 

encontradas em C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. albicans. Essas mutações 

alteram a cinética da síntese de glicano resultando em concentrações inibitórias altas 

do fármaco (Sekyere & Asante, 2018). Enquanto que nos análogos de pirimidina, 5-

fluorocitosina (5-FU), o mecanismo de resistência está relacionado a mutações 

pontuais nos genes FCY2 que propicia alteração nas enzimas envolvidas na absorção 

do antifúngico, FCY1 e FUR1 que estão relacionados à alteração nas enzimas 

envolvidas no metabolismo do fármaco, ocasionando resistência de espécies de 

Candida à 5-Flucitosina (Arendrup & Patterson 2017). 

O mecanismo de resistência envolvido em anfotericina B, embora raro, está 

ligado ao decréscimo das concentrações de ergosterol presente na membrana celular, 

ocasionado por mutações em genes responsáveis pela biossíntese do ergosterol, 

sendo estes ERG1, ERG2, ERG3, ERG4, ERG6 e ERG11, encontrados, 

principalmente em C. albicans e C. glabrata (Morio et al., 2017). 

 

3.5 Desenvolvimento de novas moléculas com potencial 

antifúngico 

 

Devido ao aumento no número de falhas terapia em decorrência de 

microrganismos resistentes, tornou-se essencial a busca por novas estratégias 
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terapêuticas. Recentemente surge uma promissora estratégia para auxiliar no 

desenvolvimento de novos fármacos, o rastreio químico. O projeto “Pathogen Box”, 

liderado pela Medicines for Malaria Venture (MMV – Suíça), visa identificar novos 

medicamentos com atividade para doenças como tuberculose, malária, toxoplasmose, 

dengue, entre outras. Dentre aproximadamente quatro milhões de compostos, 400 

substâncias químicas sintéticas foram selecionadas de acordo com a baixa toxicidade 

às células de mamíferos e atividade antimicrobiana contra patógenos humanos 

(McCarthy & Walsh, 2017). Pathogen Box também foi utilizada para o rastreio de 

novos agentes antifúngicos por Mayer e Kronstad em 2017, no qual cinco compostos 

(tolfenpyrad, difenoconazol, bitertanol e MMV688271) foram encontrados com 

atividade para C. albicans e C. neoformans. 

Atualmente várias moléculas promissoras encontram-se em diferentes 

fases clínicas (Tabela 2). VT-1161 e VT-1129 foram designadas para a ação seletiva 

sobre a inibição de CYP51 da célula fúngica, sendo fracamente ligadas à CYP51 

humana. VT-1161 apresenta atividade contra C. albicans, C. glabrata, C. krusei, 

Cryptococcus neoformans e Trichophyton mentagrophytes. VT-1129 possui alto 

potencial de ação sobre Cryptococcu spp. (Schell et al., 2017). 

SCY-078 abrange várias espécies de Candida spp., incluindo C. auris e 

cepas resistentes aos triazóis e equinocandinas. Também abrange Aspergillus spp., 

quando combinado a triazóis. É o primeiro inibidor da síntese de (1,3)-β-D-glucano 

oralmente biodisponível (Schell et al., 2017).  CD101 foi avaliada frente a 713 isolados 

fúngicos, estes pertencentes a C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, 

C. krusei C. dubliniensis, Aspergillus fumigatus, A. flavus e Cryptococcus neoformans. 

Todos os isolados foram sensíveis a este composto, apresentando variações de 

acordo com mutações em hot spot FSK de algumas espécies. Essa nova 

equinocandina apresenta estabilidade química no plasma, em soluções aquosas e 

temperaturas elevadas, além de meia-vida elevada (Pfaller et al., 2017). 

 APX001 é um inibidor da proteína fúngica Gwt1, responsável pela catálise 

em etapas iniciais da biossíntese da âncora de glicofosfatidilinositol (GPI), crucial para 

a ancoragem de proteínas manosiladas da parece e membrana celular fúngica. 

Apresentou atividade contra Candida, Aspergillus, Fusarium e Scedosporium, bem 

como para espécies de Candida resistentes aos azóis e equinocandinas (Zhao et al., 

2018). 
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Pertencente à classe das orotomides, F901318 é um composto com modo 

de ação único, inibindo a dihidroorotato desidrogenase (enzima crucial para a síntese 

de pirimidinas), desemprenha significativa atividade contra Aspergillus, 

Scedosporium, Acremonium, Paecilomyces, Histoplasma, Coccidioides, Blastomyces, 

porém não apresenta atividade contra leveduras e Mucorales (Wiederhold, 2018). 

 

TABELA 2: Desenvolvimento de novas moléculas antifúngicas com potencial ação 

sobre fungos leveduriformes e filamentosos. 

Novos 

antifúngicos 
Classe 

Mecanismo 

de ação 

Fase 

clínica 
Ref. 

VT-1161 Tetrazol 

Ligação e inibição do 

citocromo 

P45051(CYP51) 

IIb 
Schell et al., 

2017 

VT-1129 Tetrazol 

Ligação e inibição do 

citocromo 

P45051(CYP51) 

I 
Schell et al., 

2017 

SCY-078 Triterpeno 
Inibidor da síntese de 

glucana 
I 

Schell et al., 

2017 

CD101 Equinocandina 
Inibidor da síntese de 

glucana 
III 

Pfaller et al., 

2017 

APX001  
Inibidor da 

glicosilfosfatidilinositol 
I 

Hager et al., 

2018 

F901318 Orotomide 
Inibidor da síntese de 

pirimidinas 
I 

Oliver et al., 

2016 

 

 

3.6 Derivados de selênio 

O selênio bem como seus derivados também tem sido alvo de estudos. 

Durante um longo período da história a principal atividade biológica atribuída ao 

selênio era de toxicidade, correlacionado a alguns eventos históricos de 

envenenamento por selênio (Santi & Bagnoli, 2017). Atualmente, distúrbios tanto em 

animais como em humanos, podem ser atribuídos a essa molécula devido a sua 
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bioacumulação. No entanto, em baixas concentrações é um micronutriente 

indispensável, presente em cerca de 30 selenoproteínas de papel crucial para o 

equilíbrio redox dos seres vivos (Wrobel et al., 2016). Tendo em vista os seus 

potenciais efeitos biológicos, o selênio passa a ser alvo de pesquisas (Santi & Bagnoli, 

2017). 

As nanopartículas de selênio (SeNP) ganham cada vez mais espaço no 

campo da medicina devido às suas propriedades antimicrobianas e anticancerígenas, 

apresentando-se de forma biocompatível e atóxicas em relação ao selenito e selenato. 

SeNP sintetizadas por meio de uma fonte biológica apresentam ampla atividade 

antimicrobiana contra bactérias patogênicas e fungos. O seu efeito frente aos 

microrganismos é dependente de concentração e tamanho (Wadhwani et al., 2016). 

Sobre C. albicans e Aspergillus fumigatus os SeNP apresentam potencial 

antifúngico demonstrando concentrações inibitórias de 70 µg/ml e 100 µg/mL, 

respectivamente (Shakibaie et al. 2015), além de exibirem  atividade contra Malasesia 

sympodialis e Malasesia furfur, com CIM de 10 µg/mL e 50 µg/mL (Shahverdi et al., 

2010). Contrária a atividade antifúngica até então encontrada, Kazempour et al. (2013) 

demonstraram que a pré-exposição de A. niger a SeNP é capaz de diminuir a fase 

lag, promovendo o seu crescimento. Esse fato pode ser atribuído à capacidade de A. 

niger em utilizar o selênio presente nas nanopartículas como um oligoelemento. 

Adicionalmente, a capacidade de romper biofilmes bacterianos foi estudada 

por Zonaro et al. (2015), que constataram resultados positivos dessas nanopartículas 

como antimicrobianos além de sua efetividade na erradicação de biofilmes. Guisbiers 

et al. (2017), traz em sua publicação a inibição de até 50% do biofilme formado por C. 

albicans e atribui essa ação de acordo com o tamanho de partículas, uma vez que as 

menores SeNP apresentaram os melhores resultados. 

Os selenocianatos e seus derivados são formados a partir da união de um 

calcogênio (oxigênio, enxofre, selênio, telúrio, polônio) a um substituinte 

hidrocarboneto, e em seu outro lado um agrupamento carbonitrila e são obtidos 

respectivamente: cianatos, tiocianatos, selenocianatos e telurocianatos. Os 

selenocianatos, em questão, são facilmente obtidos através de reações com 

selenocianato de potássio como material de partida. Entre derivados sintéticos de 

selênio, os organoselenocianatos são uma importante classe estudada devido as suas 

propriedades quimiopreventivas, antioxidantes e anticarcinogênicas (Guillemin, 2011), 
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sendo os compostos difenilmetilselenocianato e 1,4-

FenilenoBis(Metileno)Selenocianato mais estudados para estes fins (Guttenplan et al., 

2007; Facompre et al., 2010; Fiala et al., 2005; Prokopczyk et al., 1997; Shimada, 

2017; Das & Bhattacharya, 2005; Das et al., 2007; Chakraborty et al., 2015). 

Compostos organossulfurados são amplamente encontrados na natureza 

e estão presentes no alho (alicina), em cogumelos (ergotioneína) e vegetais crucíferos 

(tiocianatos e isotiocianatos). Estes compostos despertaram atenção devido suas 

propriedades, como exemplo, ebselen que está em fase clínica 2, utilizado na redução 

da perda auditiva induzida por ruídos (Nasim et al., 2018; Kil et al., 2017). 

Derivados de selenocianatos têm emergido devido ao seu potencial 

antimicrobiano já encontrado em estudos anteriores (Batista et al., 2017; Burghout et 

al., 2011; Huang et al., 2018; Sá et al., 2014; Silveira et al., 2012; Iman et al., 2016; 

Baquedano et al., 2016; Plano et al., 2011; Chao et al., 2017). Porém, o grupo de 

moléculas utilizadas neste estudo foi testado apenas para espécies de Fusarium, 

mostrando a necessidade de investigar a sua ação também sobre fungos 

leveduriformes. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Locais da realização da pesquisa 

Os ensaios microbiológicos desenvolvidos foram realizados no Laboratório 

de Micologia Aplicada, localizado na Faculdade de Farmácia da Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os experimentos referentes à toxicidade celular foram 

executados pelo Grupo de Pesquisa em Toxicologia Celular (TOXCEL) da 

Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA) campus Uruguaiana. Os testes 

referentes ao potencial de irritação dos compostos foram elaborados pelo Instituto 

Federal Catarinense (IFC) campus Concórdia. 

 

4.2 Cepas selecionadas para o estudo 

Foram utilizadas 36 cepas distribuídas entre C. albicans, C. glabrata, C. 

tropicalis e C. krusei (Tabela 3), sendo estas explanadas na tabela 3. Dentre estas 

cepas, ATCC 40039, RL12m, DEN10 e CA02, são resistentes ou sensíveis dose-

dependente (SDD) ao Fluconazol. Todas as cepas encontram-se depositados na 

micoteca do Laboratório de Micologia Aplicada da UFRGS e foram identificados 

fenotipicamente através do sistema Vitek Yeast Biochemical Card (BioMerieux Vitek). 

 

TABELA 3: Cepas utilizadas para o desenvolvimento dos ensaios 

C. albicans C. glabrata C. Tropicalis C. krusei 

ATCC 18804 ATCC 40039* ATCC 750 ATCC 6258 

CA02* RL29 72 A CK01 

DEB05 RL27 94P CK02 

DEB06 RL12m* RL17 CK03 

DEN13 RL34 57 A CVB42 

DEN10* DEN30 RL14 CVB44 

CA01 DEN20 RL08 RL52 

RL12 CG08 RL16 DEN43 

DEN06 DEN01 RL56 RL102 

*Cepas dose-dependente ou resistentes ao fluconazol 

 

4.3 Compostos orgânicos investigados 

Uma série de 12 compostos da classe de selenocianatos alílicos foram 

selecionados para avaliar sua atividade antifúngica in vitro. Estes compostos foram 
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sintetizados e gentilmente cedidos pelo Laboratório de Síntese Orgânica do Instituto 

de Química, sob coordenação e orientação do Prof. Dr. Gustavo Pozza Silveira. O 

processo para a síntese é baseado na reação entre brometos alílicos e selenocianatos 

de potássio (figura 1). A síntese foi realizada a partir de brometo alílico solubilizado 

em acetona aquosa e posteriormente resfriado a 5 ºC, então o selenocianato de 

potássio foi acrescido, sendo esta mistura agitada durante 15 minutos nesta mesma 

temperatura. Para finalizar, a reação foi diluída com acetato de etila e a fase orgânica 

resultante foi lavada com água, seca e evaporada. O resíduo foi purificado através de 

cromatografia em coluna de sílica gel. As moléculas resultantes deste processo 

receberam modificações em sua estrutura, que estão apresentadas na tabela 4. 

 

 

 

 

 

 

 

TABELA 4: Derivados dos selenocianatos alílicos obtidos através da reação presente 
na figura 1 e suas características físico-química 

Molécula
s 

 

Peso 
molecula
r (g/mol-1) 

CLog
P 

Aceptores 
de 

hidrogênio 

Doadores 
de 

hidrogênio 

Área de 
superfíci
e polar 

(Å) 

SeCN-1 

 

280.143 2,33 3 0 50.09 

SeCN-2 

 

349.033 3,75 3 0 50.09 

Figura 1: Esquema da reação entre brometo alílico e selenocianato de potássio, 

resultando em selenocianato alílico. Fonte: ChemSketch 2016.2 (Advanced 

Chemistry Development Inc., ACD/Labs). 

Acetona 

H2O 
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SeCN-3 

 

359.039 3,19 3 0 50.09 

SeCN-4 

 

310.169 2,25 4 0 59.32 

SeCN-5 

 

330.203 3,50 3 0 50.09 

SeCN-6 

 

294.170 2,25 3 0 50.09 

SeCN-7 

 

359.039 3,19 3 0 50.09 

SeCN-8 

 

310.169 2,25 4 0 59.32 

SeCN-9 

 

314.588 3,04 3 0 50.09 

SeCN-10 

 

314.588 3,04 3 0 50.09 

SeCN-11 

 

298.133 2,47 3 0 50.09 

SeCN-12 

 

359.039 3,19 3 0 50.09 

Fonte: ChemSketch 2016.2 (Advanced Chemistry Development Inc., ACD/Labs) 
 

 

4.4 Preparo do inóculo fúngico para o teste de susceptibilidade 

De acordo com o protocolo M27-A3 da Clinical & Laboratory Standards 
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Institute (CLSI) de 2008, as leveduras selecionadas foram cultivadas em Ágar 

Sabouraud Dextrose (SDA) (Kasvi; Paraná, Brasil) e incubadas a 35ºC durante 24 

horas. Após o período de incubação, cinco colônias foram retiradas e 

homogeneizadas em salina estéril 0,85%. Esta suspensão foi ajustada em 

espectrofotômetro GT 7220 Global Trade Technology (São Paulo, Brasil) com 

comprimento de onda de 530 nm, até atingir a densidade celular padrão de 0,5 da 

escala MacFarland. Após este ajuste, a suspensão foi novamente diluída em salina 

(1:50) e em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 (Sigma Aldrich®; St. 

Louis, EUA) (1:20), resultando em um inóculo leveduriforme de concentração final 

entre 1 a 5 x 103 UFC/mL. 

 

4.5 Preparo das soluções de antifúngicos e dos derivados de 

selenocianatoa alílicos 

Todas as soluções estoque utilizadas neste estudo (antifúngicos e 

compostos) foram preparadas e devidamente armazenadas na concentração de 5 

mg/mL. Os selenocianatos alílicos, anfotericina B (Cristália®; São Paulo, Brasil) e 

anidulafungina (Pfizer®; Nova Iorque, EUA) foram dissolvidos em Dimetilsulfóxido 

(DMSO) (Dinâmica®; São Paulo, Brasil). Fluconazol (Sigma Aldrich®; St. Louis, EUA) 

foi dissolvido em água deionizada estéril. As soluções de trabalho foram preparadas 

a partir da solução estoque no momento da realização do ensaio, diluídas em meio 

RPMI 1640 tamponado com ácido 3-morfolinopropanosulfônico (MOPS) (Neon; São 

Paulo, Brasil) e pH ajustado a 7,0 de acordo com as concentrações requeridas para 

cada ensaios. As soluções de trabalho foram cuidadosamente calculadas para que a 

concentração de DMSO não fosse tóxica às células fúngicas (≤ 2%).  

 

4.6 Teste de susceptibilidade fúngica 

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi realizada de acordo com o 

método de microdiluição em caldo, considerando as diretrizes contidas na norma 

CLSI, conforme os documentos M27-A3 (2008) e M27-S4 (2012). Para este ensaio 

foram utilizadas microplacas de poliestireno contendo 96 poços com fundo em forma 

de “U”. Primeiramente pipetou-se 100 μL de meio RPMI 1640, aos poços da 

microplaca, procedendo posteriormente com a diluição seriada dos compostos 

estudados. Os selenocianatos alílicos foram testados na concentração de 50 μg/mL à 
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0,097 μg/mL e fluconazol de 64 μg/mL à 0,125 μg/mL, de modo que a cada 

microdiluição a concentração destes caia pela metade. Após finalizada a 

microdiluição, adicionou-se 100 μL do inóculo, de modo que cada poço da microplaca 

tenha um volume final de 200 μL. A 11ª coluna da microplaca foi utilizada como 

controle de viabilidade de crescimento, pipetando apenas meio de cultura e inóculo 

(células sem tratamento); e a 12ª coluna, representando o controle de esterilidade, 

contendo apenas meio RPMI sem adição de inóculo. Finalizando todos os 

procedimentos anteriormente citados, as microplacas foram incubadas à 35ºC durante 

48 horas. Após este período realizou-se a leitura através da observação visual, sendo 

considerada a CIM de acordo com a menor concentração dos compostos capaz de 

inibir o crescimento fúngico 100% e para Fluconazol 50% da inibição visual do 

crescimento. O teste foi realizado em triplicata e os resultados expressos em µg/mL. 

Fluconazol foi utilizado como controle, possuindo seus breakpoints conhecidos e 

preestabelecidos pela CLSI M27 S4.  

A concentração fúngica mínima (CFM) também foi realizada em triplicata a 

partir do subcultivo de alíquotas de 20 μL em ágar SDA provenientes das microplacas 

de poliestireno utilizadas no teste de susceptibilidade, correspondentes à CIM, 2xCIM 

e 4xCIM. A CFM foi considerada a menor concentração onde não houve crescimento 

de colônias fúngicas após 48 horas de incubação à 35ºC. (Haghdoost et al., 2015; 

Staniszewska et al., 2017). As moléculas 7 e 8  apresentaram CIM’s acima de 50 

µg/mL e não foram utilizadas para este teste. 

 

4.7 Avaliação do ergosterol exógeno 

A partir deste teste avaliou-se qualitativamente a interação dos compostos 

selecionados (SeCN-2, 5, 9, 19, 11 e 12) com o ergosterol presente na membrana 

celular fúngica. Este ensaio foi realizado de acordo com o método de microdiluição, 

na presença e ausência de ergosterol exógeno (Sigma Aldrich®; St. Louis, EUA) 

adicionado ao meio RPMI nas seguintes concentrações: 150 μg/mL, 100 μg/mL, 50 

μg/mL e 25 μg/mL.  Para que o ergosterol pudesse ser dissolvido em meio RPMI 

utilizou-se o solvente Dimetilformamida (DMF) (Dinâmica®; São Paulo, Brasil) na 

concentração de 1%, de modo que não interfira na viabilidade celular fúngica. 

Anfotericina B foi escolhida como controle positivo de validação do teste, pois sua 

ação ocorre em nível de membrana celular. A 11ª coluna da microplaca foi utilizada 
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para controle de crescimento e a 12ª como controle de esterilidade do meio. As placas 

foram incubadas a 35ºC durante 48 horas para a posterior realização da leitura (Miron 

et al., 2014). 

 

4.8 Avaliação do efeito protetivo do sorbitol 

Este ensaio foi baseado na adição de sorbitol ao meio de cultura, que age 

como protetor osmótico sobre a parede celular fúngica. Através do método, avaliou-

se a ação das moléculas selecionadas (SeCN-2, 5, 9, 10, 11 e 12) na presença e 

ausência de sorbitol. Foi adicionada a exata quantidade necessária de D-sorbitol 

(Dinâmica®; São Paulo, Brasil) ao meio RPMI para atingir uma concentração final 

correspondente a 0.8 mol/L em cada poço das microplacas. Estas foram incubadas a 

35ºC, sendo realizada a leitura após 2 e 7 dias (Freires et al., 2014). Anidulafungina 

(AND) foi o fármaco selecionado para controle deste ensaio, uma vez que é conhecido 

por sua atividade sobre a parede celular fúngica (Peixoto et al., 2017). 

 

4.9  Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

Foi selecionado o composto SeCN-9, devido ao seu potencial antifúngico, 

para a realização da MEV. As cepas selecionadas foram pertencentes às espécies de 

C. glabrata e C. albicans, CGDEN20 e ATCC 18804, respectivamente.  O preparo das 

amostras foi realizado previamente, com o tratamento das cepas em exposição aos 

compostos durante 48 horas, procedendo com a técnica de macrodiluição (CLSI, 

2008). Em uma placa estéril de poliestireno de 24 poços, realizou-se a macrodiluição 

do composto SeCN-9. Finalizando a macrodiluição, adicionou-se o inóculo resultando 

em um volume final de 2 ml em cada poço. As placas com os tratamentos foram 

incubadas à 35ºC. Após as 48 horas de incubação/tratamento, 2 ml da concentração 

sub-inibitória (MIC/2) correspondente a ao tratamento foi transferida para um 

eppendorf. Amostras sem tratamento foram utilizadas como controle. Os eppendorfs 

contendo as amostras foram centrifugados durante 3 min à 5000 rpm, sendo o 

sobrenadante descartado e o pellet lavado com tampão fosfato salino (PBS). O 

processo de lavagem foi realizado 3 vezes. Logo após o procedimento de lavagem, 

adicionou-se a solução de fixação Karnovsky modificado (glutaraldeído 2,5%, 

paraformaldeído 2,5% em tampão cacodilato de sódio 0.1 M, pH 7,2) permanecendo 

submersas durante 1 hora em temperatura ambiente. Posteriormente foram realizadas 
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3 lavagens com tampão cacodilato de sódio 0.1 M, pH 7,2, contendo 0,02 M de 

sacarose. Após este procedimento, 800 μL de cada amostra foram transferidos para 

lâminas revestidas com poli-L-lisina, que permaneceram uma hora em repouso para 

a aderência das células. Estas lâminas foram desidratadas em concentrações 

crescentes de acetona (30, 50, 70, 95 e 100%) e dissecação final em aparelho de 

ponto crítico (EM CPD 300, Leica). Após a secagem das laminas, estas foram 

revestidas por uma camada (12-20 nm) de ouro pulverizado e então analisado em 

microscópio de varredura eletrônica (Carl Zeiss EVO® MA10, Oberkochen, 

Alemanha). A aplicação da MEV para amostras biológicas proporciona detalhes 

estruturais finos e imagens tridimensionais, sendo adequada para análise de 

modificações superficiais promovidos pelos compostos que apresentarem atividade 

sobre as leveduras em estudo, confirmando a ocorrência de possível ação em nível 

de parede celular (Staniszewska et al., 2013). 

 

4.10 Teste de redução da resazurina 

A resazurina é amplamente conhecida como corante vital, por sua 

capacidade em aceitar elétrons provenientes de radicais livres, bem como reagir com 

moléculas de oxigênio de forma que espécies reativas de oxigênio sejam geradas. 

Esta reação reduz a resazurina em resorufina que é facilmente visualizada devido a 

sua coloração rosa florescente. Além disso, a resazurina atua com aceptor de elétrons 

presentes na cadeia transportadora de elétrons presente na membrana mitocondrial, 

dessa forma, células viáveis são rapidamente distinguidas por sua capacidade 

metabólica (Erikstein et al., 2010). Com base nestas informações, utilizamos a 

resazurina como indicador de reação de redução sobre os SeCN com o intuito de 

conhecer a sua capacidade de gerar espécies reativas de oxigênio.  

Os compostos foram microdiluídos utilizando meio RPMI, em microplacas 

de poliestireno de 96 poço, nas concentrações de 50 µg/mL até 0,02 µg/mL. Ácido 

ascórbico foi utilizada como controle positivo de oxidação nas concentrações de 5.000 

µg/mL até 2,44 µg/mL. Posteriormente, foram adicionados 20 µL de resazurina a 

0,01% em todos os poços. A reação foi observada durante 30 minutos para a leitura 

visual baseada na mudança da coloração. A menor concentração capaz de ocasionar 

mudança de cor foi considerada como a concentração antioxidante mínima. Este teste 

foi baseado na metodologia apresentada por Dhankhar et al. (2012), com 
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modificações. 

 

4.11 Ensaio para avaliação de irritação em membrana cório-

alantoide (HET-CAM) 

Este ensaio avaliou o perfil de alergenicidade das moléculas, observado 

através de reações de irritação dos vasos sanguíneos presentes na membrana cório-

alantoide de ovos de galinha fertilizados, como alternativa aos testes em tecido 

conjuvital de coelhos. Foram utilizados 3 ovos brancos fertilizados Lohmann para cada 

amostra, mantidos sob condições de fertilização em uma temperatura de 38ºC a 39ºC 

e humidade ajustada em torno de 55 e 60% por um período de 10 dias. No decimo 

dia, a casca dos ovos foi removida cuidadosamente na região da câmara de ar por 

equipamento rotativo (Dermel, WI). Posteriormente adicionou-se 300 µL de cada 

selenocianato (SeCN-9, 10, 11 e 12) em cada ovo. O comportamento dos compostos 

sobre a membrana foi observado em 30 segundos, 2 e 5 minutos. Para controle 

negativo utilizou-se solução salina 0,9% e controle positivo 0,1 mol/L de NaOH. 

Fluconazol foi utilizado como fármaco controle. Este ensaio foi realizado em triplicata 

(Bergamo, et al., 2016; McKenzie, et al., 2015; ICCVMA, 2010). A quantificação de 

dano foi medida por escala de hemorragia, lise e coagulação através equação para 

obtenção de um escore de irritação. Os resultados entre 0 e 4,9 foram classificados 

como não irritantes. O score de irritação (SI) foi calculado de acordo com a equação 

abaixo: 

 

𝑆𝐼 = ((
(301 − 𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 ℎ𝑒𝑚𝑜𝑟𝑟𝑎𝑔𝑖𝑎)

300
) 𝑥5) + ((

(301 − 𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑠𝑒)

300
) 𝑥7)

+ ((
(301 − 𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑎𝑔𝑢𝑙𝑎çã𝑜)

300
) 𝑥9) 

 

4.12 Ensaio de citotoxicidade em leucócitos humanos 

 

4.12.1 Viabilidade celular 

Este ensaio possibilita a avaliação da viabilidade celular de leucócitos 

humanos através da observação da perda da integridade da membrana quando 

submetidos às moléculas selecionadas. Foi realizada a coleta de sangue venoso, cujo 
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doador fosse maior de 18 anos e não usuário de medicação. Desta coleta foram 

obtidos os leucócitos, a partir de centrifugação, sendo imediatamente transferidos 

para meio de cultura contendo 9 ml de meio RPMI 1640, acrescido com 10% de soro 

fetal bovino e 1% de estreptomicina. Os frascos foram incubados à 37ºC durante 72 

horas. Tampão PBS 7,4 foi utilizado com controle negativo, e bleomicina como 

controle positivo na concentração de 3 µg/mL. Após este preparo prévio, foram 

adicionados 100 μL de azul de Tripam e 100 μL dos compostos (SeCN-9, 10, 11 e 12) 

na concentração de 12,5 μg/mL. Decorridos 3 minutos as amostras foram visualizadas 

em microscópio ótico com aumento de 100x. Um total de 300 células foram 

contabilizadas, dentre vivas e mortas que são diferenciadas de acordo com a 

presença de coloração azul no citoplasma das células inviáveis (Güez et al., 2017; 

Machado et al., 2017). Os demais compostos (SeCN-1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7) foram 

anteriormente avaliados por Batista et al. (2017). 

  

4.12.2 Avaliação de dano ao DNA (ensaio cometa) 

Após o procedimento de preparo das culturas de leucócitos humanos 

anteriormente citados, esta foi exposta aos compostos em teste (SeCN-9, 10, 11 e 12) 

e homogeneizada com agarose em baixo ponto de fusão 0,75%. Posteriormente essa 

mistura é adicionada a lâminas previamente revestidas com agarose 1,5%. Essas 

lâminas foram então imersas em solução de lise (solução detergente com altas 

concentrações de sais promovendo a desintegração celular) para proceder com a 

corrida eletroforética (20 minutos, 300 mA e 25 V) em tampão de NaOH 300 mM e pH 

13. Ao final da corrida as lâminas foram neutralizadas e secadas em temperatura 

ambiente overnight. Estas lâminas foram então reidratadas, fixadas, secas novamente 

e coradas com solução de coloração à base de nitrato de prata (AgNO3) à 1%. São 

analisados 100 nucleoides por lâmina, em triplicata. A classificação dos nucleoides é 

baseada de acordo com o comprimento da cauda revelada pela eletroforese. Essa 

classificação é dada de acordo com pontuações, sendo 0 (sem migração) a 400 

(migração máxima), assim demonstrando o índice de dano ao DNA (Singh et al., 1998; 

Tice et al., 2000). Os demais compostos (SeCN-1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7) foram anteriormente 

avaliados por Batista et al. (2017). 

 



 

44 
 

4.12.3 Teste de divisão nuclear citotóxica (frequência de 

micronúcleos) 

Este teste foi realizado segundo a técnica descrita por Schmid (1975). As 

lâminas preparadas no item 4.12.1, foram analisadas em microscópio com ampliação 

de 1.000 vezes, sendo 300 células contabilizadas para cada lâmina e classificadas de 

acordo com a quantidade de células mononucleadas com presença de micronúcleos, 

células binucleadas, células binucleadas com micronúcleos, células em processo 

necrótico e células em processo apoptótico entre intervalos de 72 horas após a 

incubação (Fenech, 2000). Os demais compostos (SeCN-1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7) foram 

anteriormente avaliados por Batista et al. (2017). 

 

4.13 Determinação das curvas do tempo morte 

Este teste tem como finalidade a determinação do tempo de morte, do ciclo 

vital destes microrganismos. Para este ensaio utilizou-se uma cepa de Candida 

albicans (ATCC18804) e o composto SeCN-9 que apresentou maior potencial 

fungitóxico em menores concentrações de acordo com os resultados obtidos pelo 

teste de susceptibilidade juntamente com os dados de toxicidade. Para a realização 

deste ensaio, o inóculo utilizado foi preparado na concentração de aproximadamente 

1 x 106 UFC/mL, em meio RPMI 1640. O composto foi preparado nas concentrações 

correspondentes à CIM/2, CIM, 2xCIM e 4xCIM. Apenas meio RPMI e inóculo foram 

utilizados para controle de crescimento. O experimento foi incubado à 35ºC. Alíquotas 

com 10 μL foram coletadas em diferentes intervalos de tempo (0, 4, 8, 12, 24 e 48 

horas), prosseguindo com a sua diluição seriada para visualização e contagem das 

colônias (10-1, 10-2 e 10-3), sendo plaqueadas em SDA. As placas foram incubadas 

durante 24 horas a 35ºC para posterior contagem do número de colônias (Toledo et 

al., 2016). O efeito fungicida foi considerado quando houve diminuição de ≥ 99,9% no 

log10 do número de UFC/mL em comparação com o inóculo inicial sem tratamento. 

 

 

4.14 Análise estatística 

Os dados provenientes do teste de susceptibilidade fúngica foram 

expressos através da média e desvio padrão. As comparações entre os dados foram 

realizadas utilizando análise de variância de uma via (ANOVA One-Way). Além da 
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análise de variância, os resultados das CIM’s foram complementados com o teste de 

Tukey possibilitando múltiplas comparações. Os resultados foram considerados 

estatisticamente significativos quando p <0,05. 

 

 
5 RESULTADOS 

 

5.1 Susceptibilidade de Candida spp. frente aos selenocianatos 

Na presente pesquisa, foram avaliados o perfil de susceptibilidade de 36 

cepas de Candida spp. (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei) frente aos 

12 compostos derivados de selenocianatos alílicos. Foi observado que a maioria dos 

compostos exibiram uma ótima atividade antifúngica contra as cepas de Candida spp., 

no qual destacaram-se principalmente os compostos SeCN-2, 3, 5, 9 e 12 cujas CIM’s 

variaram entre 0,78 µg/mL a 6,25 µg/mL. Já os compostos SeCN-7 e 8 foram menos 

ativos, como demonstrado na Figura 2 e Tabela 5. 
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Figura 2: Média e desvio padrão das concentrações inibitórias mínimas de Candida 

spp. (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei) frente aos 12 compostos de 

selenocianatos alílicos e fluconazol. 
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TABELA 5: Perfil de susceptibilidade de quatro espécies de Candida frente a 12 compostos de selenocianatos alílicos e fluconazol 

de acordo com a média, desvio padrão e intervalo das concentrações inibitórias mínimas, expressos em µg/mL. 

 

C. albicans C. glabrata C. tropicalis C. krusei 

Média  
(+ - DP) 

Intervalo 
Média 

(+ - DP) 
Intervalo 

Média 
(+ - DP) 

Intervalo 
Média 

(+ - DP) 
Intervalo 

SeCN-1 
15,97  
(7,07) 

6,25 – 25 
13,88 
(6,83) 

6,25 – 25 
6,25 
(0) 

6,25 – 6,25 
14,58 
(8,27) 

6,25 – 25 

SeCN-2 
1,56 

(0,96) 
0,78 – 3,12 

0,86 
(0,26) 

0,78 – 1,56 
1,56 

(0,68) 
0,78 – 1,56 

1,64 
(1,77) 

0,78 – 6,25 

SeCN-3 
2,25 

(1,58) 
1,56 – 6,25 

2,43 
(0,82) 

1,56 – 3,12 
2,60 

(0,78) 
1,56 – 3,12 

2,25 
(0,82) 

1,56 – 3,12 

SeCN-4 
11,11 
(6,07) 

6,25 – 25 
10,41 
(3,12) 

6,25 – 12,5 
7,63 

(2,76) 
6,25 – 12,5 

8,33 
(4,13) 

3,12 – 12,5 

SeCN-5 
2,34 

(1,66) 
0,78 – 6,25 

2,25 
(1,58) 

1,56 – 3,12 
2,95 

(0,52) 
1,56 – 3,12 

3,99 
(3,50) 

1,56 – 12,5 

SeCN-6 
7,98 

 (6,46) 
3,12 – 25 

7,98 
(3,53) 

3,12 – 12,5 
8,68 

(3,76) 
3,12 – 12,5 

7,29 
(4,13) 

3,12 – 12,5 

SeCN-7 
19,44 

(12,67) 
12,5 – 50 

40,45 
(19,14) 

12,5 – 50 
50 
(0) 

50 - ≥50 
50 
(0) 

50 - ≥50 

SeCN-8 
≥50 
(0) 

50 - ≥50 
≥50 
(0) 

50 - ≥50 
50 
(0) 

50 - ≥50 
38,88 

(17,05) 
12,5 - 50 

SeCN-9 
1,90 

(1,66) 
0,78 – 6,25 

2,16 
(0,94) 

0,78 – 3,12 
1,90 

(0,69) 
1,56 – 3,12 

2,08 
(1,03) 

0,78 – 3,12 

SeCN-10 
4,16 

(3,12) 
3,12 – 12,5 

3,64 
(1,56) 

1,56 – 6,25 
3,99 

(1,77) 
1,56 – 6,25 

3,29 
(1,82) 

1,56 – 6,25 

SeCN-11 
6,59 

(2,44) 
3,12 – 12,5 

8,33 
(3,12) 

6,25 – 12,5 
6,59 

(2,44) 
3,12 – 12,5 

5,16 
(4,65) 

0,39 – 12,5 

SeCN-12 
2,77 

(1,52) 
1,56 – 6,25 

2,25 
(0,82) 

1,56 – 3,12 
3,81 

(1,93) 
1,56 – 6,25 

2,25 
(0,82) 

1,56 – 3,12 

Fluconazol 
3,11 

(2,93) 
1 – 8 

17,90 
(19,39) 

1 – 64 
1,28 

(0,56) 
0,5 – 2 

29,11 
(28,99) 

0,5 – 64 
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Todos os compostos foram submetidos individualmente à análise de 

variância (ANOVA one way) para avaliar a resposta de variação na susceptibilidade 

entre as espécies. Os resultados apontam que apenas SeCN-1 demonstrou variação 

na susceptibilidade entre as 4 espécies (Fcal = 4,16 ≥ Fcrítico = 2,90, P = <0,05) e 

para os demais SeCN, não foram observados variações significativas. Os compostos 

com melhores resultados foram selecionados de acordo com a CIM e seu intervalo de 

confiança, sendo estes SeCN-2, SeCN-3, SeCN-5, SeCN-9, SeCN-10 e SeCN-12.  

As cepas DEN10, RL12m, ATCC40039, bem como as cepas da espécie de 

Candida krusei foram utilizadas devido a sua resistência ao Fluconazol, antifúngico 

pertencente a classe azóis, mais utilizada atualmente na terapia. Estas cepas 

revelaram susceptibilidade aos selenocianatos testados, exceto para as moléculas 

SeCN-7 e 8 que demonstraram-se pouco efetivos. 

 

5.2 Avaliação da Concentração Fungicida Mínima 

Ao avaliar a concentração fungicida mínima das 36 cepas frente aos 10 

selenocianatos (n= 360) (exceto 7 e 8, que apresentaram CIM’s acima de 50 µg/mL), 

foi observado que a CFM permaneceu equivalente à CIM para a maioria dos isolados 

e compostos (93,6%). Apenas 5% apresentaram a CFM em CIMx2 e 1,3% em CIMx4. 

Desta maneira, pode-se inferir que este comportamento (tabela 6) não seguiu um 

padrão relacionado a cepas ou moléculas, portanto são considerados eventos 

aleatórios.  
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TABELA 6: Concentração fungicida mínima em µg/mL das quatro espécies de Candida frente aos 12 selenocianatos alílicos. 

CEPAS SeCN-1 SeCN-2 SeCN-3 SeCN-4 SeCN-5 SeCN-6 SeCN-9 SeCN-10 SeCN-11 SeCN-12 

C
. 
a

lb
ic

a
n

s
 

ATCC18804  12,5 3,125* 3,125 12,5 3,125 6,25 1,562 3,125 6,25 3,125 

DEN13  6,25 1,562 1,562 6,25 3,125* 6,25 0,781 3,125 3,125 1,562 

DEN06  12,5 0,781 1,562 12,5 1,562 6,25 1,562 12,5** 6,25 3,125 

CA02  12,5 0,781 1,562 12,5 1,562 6,25 1,562 3,125 6,25 3,125 

DEB06  25 0,781 1,562 6,25 1,562 6,25 0,781 3,125 6,25 1,562 

DEB05  12,5 3,125 1,562 6,25 3,125 3,125 1,562 3,125 6,25 1,562 

RL12  25 0,781 1,562 6,25 1,562 6,25 1,562 3,125 6,25 1,562 

CA01  25 3,125 25** 25 6,25 25 6,25 12,5 12,5 6,25 

DEN10  12,5 1,562 1,562 12,5 0,782 6,25 1,562 3,125 6,25 3,125 

C
. 
g

la
b

ra
ta

 

ATCC40039  12,5 0,781 1,562 12,5 1,562 12,5 1,562 3,125 6,25 3,125 

RL12m  25 0,781 3,125 12,5 1,562 6,25 1,562* 6,25 12,5 1,562 

CG08  25 1,562* 6,25* 12,5 3,125 25* 1,562 6,25 12,5 3,125 

DEN20  12,5 0,781 1,562 6,25 1,562 6,25 1,562 3,125 6,25 1,562 

RL29  12,5 0,781 3,125 12,5 1,562 6,25 3,125 3,125 6,25 1,562 

DEN30  6,25 0,781 6,25* 6,25 6,25 12,5 3,125 6,25* 6,25 3,125 

DEN01  12,5 1,562 3,125 12,5 1,562 6,25 3,125 3,125 12,5 1,562 

RL34  6,25 0,781 1,562 12,5 1,562 6,25 3,125 1,562 6,25 1,562 

RL37  12,5 0,781 1,562 6,25 1,562 3,125 1,562 3,125 6,25 3,125 
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Continuação da tabela 6: 

C
. 
tr

o
p

ic
a

li
s
 

ATCC 750  6,25 0,781 1,562 6,25 3,125 3,125 1,562 3,125 6,25 6,25 

CT57A  6,25 1,562 3,125 12,5 3,125 12,5 1,562 3,125 6,25 12,5* 

RL16  6,25 1,562 6,25* 12,5* 6,25* 6,25 1,562 3,125 6,25 3,125 

94P  6,25 1,562 1,562 6,25 6,25 6,25 1,562 6,25 6,25 3,125 

RL17  6,25 3,125 3,125 12,5 12,5 12,5 3,125 6,25 12,5 6,25 

RL08  6,25 0,781 1,562 6,25 6,25 25** 1,562 1,562 3,125 1,562* 

RL14  6,25 1,562 3,125 6,25 6,25 12,5 1,562 6,25 6,25 6,25* 

RL56  6,25 1,562 3,125 6,25 6,25 6,25 3,125 3,125 6,25 1,562 

RL10  6,25 1,562 3,125 6,25 6,25 12,5 1,562 3,125 6,25 3,125 

C
. 
k

ru
s

e
i 

ATCC 6258  6,25 0,781 1,562 12,5 3,125 12,5** 1,562 3,125 6,25 3,125 

DEN43  25 0,781 3,125 3,125 1,562 6,25 0,782 1,562 3,125 1,562 

RL52  25 0,781 1,562 3,125 12,5 12,5 1,562 6,25 12,5* 3,125 

RL102  25 0,781 3,125 15,5 1,562 12,5 0,781 3,125 6,25* 1,562 

CK01  12,5 3,125* 1,562 12,5* 1,562 6,25 3,125 3,125 12,5 1,562 

CK02  12,5 1,562 3,125 6,25 3,125 3,125 3,125 3,125 1,562 3,125 

CK03  12,5 0,781 3,125 12,5 6,25 6,25 3,125 6,25 0,390 3,125 

CVB42  6,25 1,562 1,562 6,25** 3,125 3,125 3,125 1,562 0,782 1,562 

CVB44  6,25 6,25 1,562 6,25 3,125 3,125 1,562 1,562 3,125 1,562 

 

*Cepas que apresentaram ação fungicida em 2xCIM. ** Cepas que apresentaram ação fungicida em 4xCIM.  
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5.3 Avaliação do efeito protetivo do sorbitol  

Pode-se observar que após a adição de 0,8 M de sorbitol ao meio RPMI 

com AND houve um aumento da CIM em relação à cultura sem este protetor. Este 

comportamento demonstra que as células fúngicas foram protegidas da ação da AND. 

Os SeCN testados não apresentaram ação sobre a parede celular fúngica, uma vez 

que mantiveram a sua CIM na presença de sorbitol (Tabela 7).  
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TABELA 7: Avaliação do efeito protetivo de 0,8 M de sorbitol sobre espécies de C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei 

expostas a selenocianatos durante 48 horas e 7 dias. 

AND: Anidulafungina. CT: C. tropicalis, CA: C. albicans, CK: C. krusei e CG: C. glabrata. 

Concentração inibitória mínima – 2º e 7º DIA (µg/mL) 

Isolados  CT CA CK CG 

SeCN-2 
Ausência 1,562/ 1,562 0,781/ 0,781 0,781/ 1,562 1,562/1,562 

Presença 1,562/ 1,562 0,781/ 0,781 1,562/ 1,562 1,562/1,562 

SeCN-5 
Ausência 0,781/ 0,781 0,781/ 0,781 1,562/ 1,562 1,562/0,781 

Presença 0,781/ 0,781 0,781/ 0,781 0,781/ 0,781 1,562/1,562 

SeCN-9 
Ausência 1,562/ 1,562 0,390/ 0,390 3,125/ 3,125 0,781/0,781 

Presença 1,562/ 1,562 0,390/ 0,390 1,562/ 1,562 0,781/0,781 

SeCN-10 
Ausência 1,562/ 3,125 3,125/ 3,125 6,25/ 6,25 0,781/1,562 

Presença 1,562/ 1,562 3,125/ 3,125 3,125/ 3,125 0,781/3,125 

SeCN-11 
Ausência 6,25/ 6,25 6,25/ 6,25 6,25/ 6,25 6,25/6,25 

Presença 3,125/ 3,125 6,25/ 6,25 3,125 /6,25 6,25/6,25 

SeCN-12 
Ausência 1,562/ 1,562 0,781/ 0,781 3,125/ 3,125 1,562/1,562 

Presença 1,562/ 1,562 0,781/ 0,781 1,562/ 1,562 1,562/1,562 

AND 
Ausência 0,0625/ 0,0625 0,00781/ 0,00781 0,0156/0,0156 0,0156/0,0156 

Presença ≥1/ ≥1 0,0156/ 0,125 ≥1/≥1 0,0156/0,125 
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5.4  Avaliação do ergosterol exógeno 

Nesse ensaio foi avaliada a capacidade dos SeCN-2, 5, 9, 10, 11 e 12 em 

estabelecer ligações diretas com o ergosterol exógeno, através da adição de 

diferentes concentrações (25, 50, 100 e 150 µg/mL) do ergosterol exógeno no meio 

de cultura RPMI junto com o inóculo fúngico e os respectivos compostos. A AmB foi o 

antifúngico utilizado como controle para validação do teste. Como esperado, AmB 

revelou um aumento da CIM de acordo com as concentrações crescentes de 

ergosterol exógeno, deixando de ligar-se ao ergosterol presente na membrana celular 

fúngica para se ligar ao ergosterol exógeno presente na microplaca. Foi observado 

que os compostos testados não apresentaram capacidade de complexação ao 

ergosterol exógeno, uma vez que a ação dessas moléculas sobre a célula fúngica não 

foi prejudicada, mantendo a sua CIM (Tabela 8). 
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TABELA 8: Avaliação da capacidade de ligação dos compostos sobre o ergosterol exógeno ou presente na membrana celular 

fúngica de espécies de C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei. 

 Concentração inibitória mínima – 48 horas (µg/mL) 

Concentração 
de ergosterol 

SeCN-10 SeCN-11 SeCN-12 ANFOTERICINA 

 C.A. C.G. C.T. C.K. C.A. C.G. C.T. C.K. C.A. C.G. C.T. C.K. C.A. C.G. C.T. C.K. 

S/ ergosterol 3,125 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 0,781 3,125 3,125 6,25 0,0625 0,5 0,25 0,5 

25 µg/ml 3,125 6,25 12,5 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 1,562 3,125 3,125 6,25 0,25 1 1 1 

50 µg/ml 3,125 6,25 12,5 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 3,125 3,125 3,125 6,25 2 4 2 2 

100 µg/ml 3,125 6,25 12,5 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 3,125 3,125 3,125 6,25 4 ≥16 4 8 

150 µg/ml 3,125 6,25 12,5 6,25 6,25 6,25 6,25 12,5 3,125 6,25 3,125 6,25 ≥16 ≥16 ≥16 ≥16 

 

Continuação da tabela 8: 

ERGOSTEROL EXÓGENO – 48 horas (µg/mL) 

Concentração 
de ergosterol 

SeCN-2 SeCN-5 SeCN-9 

 C.A. C.G. C.T. C.K. C.A. C.G. C.T. C.K. C.A. C.G. C.T. C.K. 

S/ ergosterol 1,562 0,781 1,562 0,390 1,562 1,562 6,25 3,125 1,562 3,125 3,125 1,562 

25 µg/ml 1,562 0,781 1,562 0,390 1,562 1,562 6,25 3,125 3,125 3,125 3,125 1,562 

50 µg/ml 1,562 1,562 1,562 0,390 3,125 1,562 6,25 3,125 3,125 3,125 3,125 1,562 

100 µg/ml 1,562 1,562 0,781 0,390 1,562 1,562 6,25 3,125 3,125 3,125 3,125 1,562 

150 µg/ml 1,562 1,562 1,562 0,390 1,562 1,562 6,25 3,125 3,125 3,125 1,562 1,562 

C.A.: Candida albicans, C.G.: Candida glabrata, C.T.: Candida tropicalis e C.K.: Candida krusei.  
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5.5 Microscopia eletrônica de varredura 

De acordo com os resultados obtidos pelo teste de susceptibilidade, o 

composto SeCN-9 foi escolhido para a avaliação micromorfológica frente as cepas 

ATCC 18804 (C. albicans) e DEN20 (C. glabrata). Pode-se observar que SeCN-9 

quando testado sobre a ATCC 18804, demostrou expressiva redução das células 

leveduriformes, bem como observou-se aglomerados de pseudo-hifas. Quando 

avaliado o efeito da molécula sobre a DEN20, observou-se uma redução significativa 

no número de células quando comparado ao controle de crescimento (Figura 3). Para 

ambas cepas utilizadas neste ensaio, não foram identificadas modificações ou danos 

estruturais visíveis na superfície das células fúngicas. Estes dados corroboram com 

os resultados obtidos no ensaio de proteção da parede celular (sorbitol).   
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C D 

E F 

G H 

Figura 3: Fotomicrografias referentes à MEV de cepas de C. albicans ATCC 18804 

e C. glabrata DEN 20 em concentrações sub-inibitória de SeCN-9. A e B: controle 

de sem tratamento de C. albicans. C e D: concentração sub-inibitória de 0,781 

µg/mL. E e F: controle sem tratamento de C. glabrata. G e H: concentração sub-

inibitórias 0,781 µg/mL. 
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5.6 Teste de redução da resazurina 

Este ensaio nos possibilitou visualizar a interação das 12 moléculas de 

selenocianatos em relação à resazurina e seu potencial de oxidação. Após 30 minutos 

de reação, não foram observadas reações de oxidação-redução, uma vez que não 

observamos a conversão da resazurina a resorufina (mudança da cor azul para rosa 

fluorescente). O contrário pode ser visto no controle positivo, uma vez que o ácido 

ascórbico reagiu com a resazurina resultando em um processo de oxidação e 

conversão de resazurina em resorufina, assim, validando o teste. 

 

5.7 Ensaio de citotoxicidade em leucócitos humanos 

 

5.7.1 Viabilidade celular 

Os resultados para os compostos SeCN-9, 10, 11 e 12 (figura 4) testados 

na concentração de 12,5 µg/mL mostram que todos os compostos ocasionaram danos 

mínimos às células (96,6%, 94,6%, 95,6% e 95,4%), não apresentando diferença 

estatística quando comparados ao controle negativo (99,3% de viabilidade), e 

significativamente diferentes (p<0,05) em relação ao controle positivo (74,3%).  

 

 

 

 

Figura 4: Avaliação da viabilidade celular em leucócitos humanos tratados com 

selenocianatos alílicos na concentração de 12,5 µg/mL e fármaco controle na 

concentração de 3 µg/mL. Letras diferentes indicam diferença estatística. CN: 

controle negativo. CP: controle positivo. 
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5.7.1 Ensaio cometa – dano ao DNA celular 

 

Os compostos SeCN-9 ao 12 também foram testados para a 

genotoxicidade. O comportamento do SeCN-9 apresentou o índice de dano mais 

próximo ao controle positivo (115,0 e 148,0 respectivamente), seguido por SeCN-12 

(77,6) e 10 (57,6). O SeCN-11 expressou leve dano ao DNA (15,3). Todos os 

compostos evidenciaram diferença estatística significativa em relação ao controle 

positivo (p<0,05), visto que apenas SeCN-11 não exibiu diferença estatística em 

relação ao controle negativo. Foi utilizada a concentração de 12,5 µg/ml para todos 

os selenocianatos avaliados conforme demonstrado na figura abaixo. 

 

 

 

 

 

Figura 5: Estudo do dano ao DNA ocasionado em leucócitos humanos após 

exposição aos selenocianatos alílicos na concentração de 12,5 µg/mL e fármaco 

controle na concentração de 3 µg/mL. Letras diferentes indicam diferença 

estatística. CN: controle negativo. CP: controle positivo. 
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5.7.2 Frequência de micronúcleos 

Os resultados apresentados pela frequência de micronúcleos demonstram 

que os compostos não apresentam diferença estatística em relação ao controle 

negativo. 

 

 

 

 

 

 

5.8 Teste de alergenicidade HET-CAM 

Conforme a figura 7, as moléculas SeCN-9, 10, 11, 12 e fluconazol (fármaco 

utilizado como controle) foram testados em 3 concentrações diferentes, sendo elas 

3,125, 6,25 e 12,5 µg/ml, e 4, 8 e 16 µg/ml para fluconazol. O escore de irritação a 

seguir corresponde respectivamente às concentrações citadas anteriormente, SeCN-

FIGURA  SEQ Figura \* ARABIC 7: Estudo do dano ao DNA 

ocasionado em leucócitos humanos após exposição aos 

selenocianatos. 

Figura 6: Análise da frequência de micronúcleos encontrados em leucócitos 

humanos após exposição à selenocianatos na concentração de 12,5 µg/mL e 

fármaco controle na concentração de 3 µg/mL. Letras diferentes indicam diferença 

estatística. CN: controle negativo. CP: controle positivo. 
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9: 3,02, 3,41 e 3,58, SeCN-10: 2,71, 2,91 e 3,01, SeCN-11: 3,12, 3,28 e 3,64, SeCN-

12: 2,36, 2,76 e 3,31, e fluconazol: 2,76, 3,39 e 3,71. Estes resultados mostram que 

todas as concentrações e compostos testados não demonstraram ação irritante (<4,9) 

sobre a membrana cório-alantoide. 

 

Figura 7: Relação dose-resposta para selenocianatos alílicos 9 ao 12. Controle 

positivo:  NaOH (0.1M) (ο) e Controle negativo: 0.9% NaCl (●),  Fluconazol (4 µg.mL-

1) ( ),  Fluconazol (8 µg.mL-1) (x), Fluconazol (16 µg.mL-1) (♦), SeCN-09 (3.125 µg.mL-

1 (*),  SeCN-9 (6.25 µg.mL-1 (▼), SeCN-9 (12.5 µg.mL-1 () SeCN-10 (3.125 µg.mL-1) 

(+),  SeCN-10 (6.25 µg.mL-1) (Δ), SeCN-10 (12.5 µg.mL-1) (◊), SeCN 11 (3.125 µg.mL-

1) (-),  SeCN-11 (6.25 µg.mL-1) (ᶥ), SeCN-11 (12.5 µg.mL-1) (■), SeCN-12 (3.125 µg.mL-

1) ( ),  SeCN-12 (6.25 µg.mL-1) (▲), SeCN-12 (12.5 µg.mL-1) (□). Cada ponto 

representa um experimento (n = três ovos). As concentrações foram transformadas 

logaritmicamente. 
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5.9 Ensaio do tempo de morte (Time kill assay) 

Este ensaio se refere à cinética de ação do composto SeCN-9 sobre C. 

albicans (ATCC18804) em diferentes concentrações e intervalo de tempo (Figura 8). 

Pode-se observar que no controle sem tratamento há o crescimento progressivo das 

leveduras, bem como na concentração sub-inibitória. Nas concentrações referentes à 

CIM (1,562 µg/mL) e 2xCIM (3,125 µg/mL) foi observado um declínio no número de 

células até 8 horas. Após esse período o número de células aumentou. Por outro lado, 

a maior concentração testada, 4xCIM (6,26 µg/mL), apresentou diminuição no número 

de células até 24 horas. A partir de 24 h, até 48 h, as células retornaram o crescimento, 

atingindo concentrações celulares próximas ao controle sem tratamento. Dessa forma 

podemos constatar que esta molécula desempenha papel fungistático independente 

de concentração e tempo. 

 

Figura 8: Curvas referentes ao tempo de morte de Candida albicans exposta a 

diferentes concentrações do SeCN-9 (CIM/2: 0,781 µg/mL, CIM: 1,562 µg/Ml, 2xCIM: 

3,125 µg/mL e 4xCIM: 6,25 µg/mL). 
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6 DISCUSSÃO 

 

As mudanças epidemiológicas ocorridas no decorrer das últimas décadas 

revelam um aumento de indivíduos imunocomprometidos tornando mais grave o 

cenário das infecções fúngicas, uma vez que alguns microrganismos emergentes são 

menos suscetíveis ou resistentes aos antifúngicos disponíveis atualmente no mercado 

(Santos et al., 2017; Perfect, 2016). Além disso, o uso profilático e indiscriminado 

destes fármacos ocasiona a resistência dos microrganismos, sejam por processos 

adaptativos e/ou evolutivos. O fluconazol, antifúngico mais utilizado na clínica médica 

devido à baixa toxicidade, é um exemplo clássico desse panorama de adaptação da 

resistência, pois o seu mecanismo de ação fungistático fez com que o processo de 

aquisição de resistência tenha tido uma rápida evolução (Berkow & Lockhart, 2017; 

Vuichard et al., 2014; Mount et al., 2018). 

Diante do exposto, o presente estudo buscou demonstrar a capacidade dos 

selenocianatos alílicos em atuar contra as principais espécies de Candida 

relacionadas a infecções em humanos. Candida krusei e C. glabrata, por exemplo, 

são importantes alvos por tipicamente apresentarem um perfil de susceptibilidade 

diminuído para alguns antifúngicos na clínica médica, principalmente aqueles 

pertencentes a classe dos azóis. Os isolados CA02, DEN10, ATCC 40039 e RL12m 

resistentes ou suscetíveis dose-dependente ao fluconazol, exibiram sensibilidade aos 

selenocianatos, demonstrando de um modo geral que sua efetividade é independente 

da espécie, um fator primordial quando se prospecta novas classes ou hits de 

antimicrobianos. O teste de análise de variância (ANOVA) aplicado sobre as CIM’s 

obtidas mostra que há diferença significativa (p≤0,05) entre as moléculas, porém, não 

há diferença estatística significativa entre as espécies para os compostos testados 

individualmente, provando, de modo geral, que sua efetividade é independente de 

espécie para o gênero Candida. Essa constatação permite significativamente concluir 

que os selecionatos alílicos podem ser considerados antifúngicos com ação Anti-

Candida. 

Ao analisar as moléculas, pode-se inferir que o melhor desempenho foi 

exibido pelas moléculas SeCN-2, 3, 5, 9 e 12 (Figura 2). Apenas as moléculas SeCN-

7 e 8 demonstraram uma efetividade baixa para todas as cepas em relação aos 

demais compostos. Este fato pode estar relacionado à natureza do substituinte e sua 



 

63 
 

posição. A molécula SeCN-1 representa a base para as demais, que possuem 

agrupamentos metila, metoxila e átomos de halogênio, bem como suas diferentes 

posições no anel aromático. 

Para inferir observações acerca da REA, foi aplicado o teste estatístico de 

Turkey, no qual foi possível comparar a efetividade entre os selenocianatos e suas 

CIM’s. As moléculas que possuem átomos de cloro (SeCN-2, 9 e 10) apresentaram 

diferença estatística em relação ao SeCN-1 para todas as espécies, e não apresentam 

diferença estatística entre si. Portanto a posição e o número de átomos de cloro não 

influenciaram na atividade destas estruturas. Logo, os compostos 9 e 10 são 

melhores, considerando a economia atômica em relação ao composto 2.  

As moléculas que receberam átomos de bromo na posição orto e meta 

(SeCN-3 e 12) foram ativas contra todas as cepas e não apresentam diferença 

estatística entre si, exceto SeCN-7 que deixou de ser ativo na posição para em relação 

à molécula base (SeCN-1). SeCN-3 não apresentou diferença estatística em relação 

à molécula SeCN-1, bem como SeCN-12, com exceção de C. tropicalis que não 

apresentou diferença estatística entre a molécula 1 e 12. 

SeCN-11 possui um átomo de flúor na posição para, quando comparado 

com SeCN-1 apenas a espécie de C. albicans demonstrou diferença estatística. Ao 

ser comparado ao SeCN-7 e 8, foi observado diferença estatística, dessa forma 

percebeu-se que um átomo de flúor na posição para é mais efetivo do que um átomo 

de bromo ou uma metoxila nesta posição. Já as moléculas SeCN-4, 6 e 10 não 

apresentaram diferença estatística em relação ao SeCN-11 para todas as espécies, 

porém, SeCN-2, 3, 5, 9 e 12 apresentaram diferença estatística apenas para C. 

tropicalis, indicando que esta espécie apresenta um perfil de susceptibilidade diferente 

entre SeCN-11 e as demais moléculas. No caso do SeCN-5, que possui um grupo 

naftila em substituição a fenila (SeCN-1) foi mais ativo, mostrando-se estatisticamente 

diferente da molécula base (SeCN-1), bem como de SeCN-7 e 8. Porém, quando 

comparado aos compostos 2, 3, 9, 10 e 12 não apresentaram diferença estatística 

para todas as espécies. 

A partir dos radicais metoxila adicionados nas posições meta e para de 

SeCN-4 e 8 respectivamente, pode-se afirmar que a introdução deste substituinte 

culminou na perda de atividade apenas para o composto 8. SeCN-4 não apresentou 

diferença estatística significativa em relação à sua molécula base para todas as 
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espécies, dessa forma observou-se que a adição de um agrupamento metoxila na 

posição meta foi diferente em relação à efetividade. Ao contrário do grupamento 

metoxila (SeCN-8) e o composto contendo metila (SeCN-6) na posição para, mostrou-

se mais efetivo, mas ainda indiferente quando comparada à sua molécula base e ao 

SeCN-4. Portanto, um átomo de bromo e grupamento metoxila na posição para 

diminuíram a efetividade dos compostos, enquanto moléculas contendo cloro 

(dispostas em diferentes posições), bromo nas posições orto e meta, e um naftaleno 

foram mais efetivas para todas as cepas avaliadas. 

Tiocianatos alílicos foram estudados por Silveira et al. (2012) que também 

constataram a melhor atividade de compostos (Br, Cl e F) que continham halogênios 

em seu anel aromático. Chao et al. (2017) avaliaram derivados de tiocianatos 

(selenocianatos) e também destacaram os melhores resultados para moléculas 

contendo os halogênios flúor e cloro.  

Tavares (2004) afirma que dois compostos que possuam estruturas 

similares, mas apresentem um átomo ou grupo de natureza ou posições diferentes 

podem apresentar diferenças significativas na sua atividade biológica. Portanto, 

modificações estruturais são responsáveis pela geração de um caráter eletrônico e  

hidrofóbico de estruturas moleculares, logo, estes fatores irão determinar a interação 

de um fármaco com o sistema biológico e a sua influência sobre a absorção e 

distribuição através dos tecidos (Tamaian et al., 2015). 

 Lipinski et al. (2001) desenvolveram a regra dos 5 que auxiliam na predição 

do perfil de biodisponibilidade para novas entidades químicas. Esta regra traz as 

seguintes considerações: o coeficiente de partição (CLogP) deve ser ≤ 5, o peso 

molecular deve ser menor ou igual a 500, os aceptores de ligação de hidrogênio ≤10 

e doadores de ligação de hidrogênio ≤5. Analisando as moléculas utilizadas neste 

estudo, foi constatado que todas as estruturas enquadram-se neste perfil. Logo, em 

relação ao ClogP encontrado em nossas moléculas, Dean & Lewis (2002) constatam 

que baixos valores de CLogP proporcionam grande solubilidade de moléculas e 

consequentemente melhor atividade, esta afirmação vai de encontro às CIM’s e 

CLogP dos SeCN, uma vez que as moléculas que obtiveram melhor desempenho 

apresentam valores de CLogP próximos  3, já as moléculas com menor atividade 

observamos CLogP em torno de 2. 

Abrigach et al. (2018) avaliou a atividade antifúngica de compostos 
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pirazólicos e imidazólicos através de docking molecular, também constatou melhor 

atividade de moléculas que possuíam os maiores valores de CLogP, sugerindo que o 

provável efeito inibitório destes compostos sobre Fusarium oxysporum deve-se a sua 

inserção na membrana lipofílica fúngica. Outro importante fator a ser levado em 

consideração é a área de superfície polar, Veber et al. (2002) investigaram as 

propriedades moleculares de possíveis compostos candidatos a novos fármacos 

acerca da biodisponibilidade oral e os dados revelaram moléculas com área de 

superfície polar inferior à 140 Å e dessa maneira possuem melhor biodisponibilidade, 

sendo também relatado por Lipinski (2001). Os compostos utilizados nessa pesquisa 

também enquadram-se neste valor, uma vez que as ASP variam entre 50,09 e 59,32 

Å mostrando bom potencial para absorção por via oral. 

Testes referentes à adição de sorbitol e ergosterol exógeno ao meio de 

cultura foram utilizados para identificar os possíveis mecanismos de ação dos SeCN. 

Sorbitol é considerado um protetor osmótico, adicionado ao meio de cultura para 

proteger a parede celular fúngica. Seu efeito protetivo não se limita apenas aos 

inibidores de 1,3-β-glicano, sendo aplicado também a inibidores da síntese de outros 

polímeros presentes na parede celular fúngica. Portanto este ensaio possibilita uma 

triagem de amplo espectro, identificando agentes que atuam diretamente sobre a 

síntese e a montagem da parede celular além de mecanismos que participam da 

regulação destes processos (Frost et al., 1995). Com base nessa afirmação foi 

avaliado o efeito protetivo do sorbitol sobre os SeCN estudados, que demostraram 

não agir sobre a parede celular, uma vez que os valores das CIM não alteraram na 

presença de 0,8 M de sorbitol adicionados ao meio de cultura (Tabela 7). 

O ergosterol é um dos constituintes da membrana celular fúngica 

responsável por manter a integridade celular, sendo alvo de agentes antifúngicos, 

portanto a adição de ergosterol ao meio de cultura possibilita avaliar a capacidade de 

ligação de moléculas a este esterol exógeno. Dessa forma, o ergosterol exógeno 

evitaria a ligação destas moléculas sobre o ergosterol presente na membrana celular 

dos fungos, resultando no aumento da CIM (Neto et al., 2017). Os compostos 

utilizados nessa pesquisa, não apresentaram ação direta sobre a membrana celular, 

uma vez que não houve ligação entre as moléculas de SeCN e o ergosterol exógeno, 

portanto, não houve diferença significativa entre as CIM’s na presença e ausência de 

ergosterol exógeno (Tabela 8). Sendo assim, pode-se inferir que a ação dos SeCN 
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sobre as células fúngicas pode estar relacionada a mecanismos nucleares, uma vez 

que ambos testes não revelaram ação dos compostos sobre a membrana 

citoplasmática e parede celular. 

O contrário ocorreu com Batista et al. (2017) que avaliaram os 7 primeiros 

compostos estudados nessa pesquisa e o grupo encontrou ação sobre a membrana 

celular de espécies de Fusarium. Esse fato também demonstra que a ação dos SeCN 

pode ser dependente de gênero. Tal peculiaridade pode ser assimilada ao 

comportamento exibido por Aspergillus spp. e Candida spp. em relação a itraconazol 

e voriconazol que atuam como fungicidas e fungistáticos, respectivamente para esses 

dois gêneros (Manavathu et al.,1998), característica também exibida pelas 

equinocandinas que desempenham ação fungicida sobre Candida spp. e ação 

fungistática sobre algumas espécies de Aspergillus (Morris & Villmann, 2006; 

Bondaryk et al., 2013). Esse comportamento permanece não esclarecido, porém, 

supõem-se que alterações na via de síntese do ergosterol para Aspergillus seja letal, 

mas não para Candida (Manavathu et al.,1998), sendo assim, uma mesma molécula 

com potencial antifúngico e alvo, pode agir de diferentes formas em relação a 

diferentes gêneros e/ou espécies de fungos devido às suas características biológicas. 

Os mecanismos de ação de compostos derivados do selênio também foram 

revisados por El-Bayoumy & Sinha (2004) frente as suas propriedades anti-tumorais 

(principalmente durante a fase de promoção e progressão das células cancerosas). 

Os autores observaram que as moléculas apresentaram efeitos sobre inúmeros alvos 

moleculares e celulares. Estes alvos incluíram selenoenzimas e adutos de proteínas 

de ligação do selênio, proteína quinase C, fosforilação de proteínas, ligação ao DNA, 

ativador do fator nuclear kB, Sp1, Sp3 e proteína AP1, gene supressor tumoral p53, 

entre outros. 

Ao analisar a MEV (Figura 3), foi possível observar uma diminuição no 

número de células leveduriformes, além de aglomerados de hifas. Nenhuma alteração 

morfológica foi encontrada quando as células foram submetidas ao tratamento com 

selenocianatos em comparação ao controle sem nenhum composto.   

Em nossa pesquisa, também foram avaliamos o potencial de oxidação das 

12 moléculas e estes dados nos mostraram que os SeCN não possuem potencial de 

oxidação, o que corrobora com os dados físico-químicos destas estruturas (Tabela 4), 

uma vez que não possuem doadores de hidrogênio disponíveis em sua estrutura. 
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Portanto, pode-se também supor que os SeCN alílicos apresentem potencial 

antioxidante, assim descartando a hipótese de um possível mecanismo de ação 

através da oxidação e geração de espécies reativas de oxigênio (ERO). Essa 

característica é encontrada em alguns fármacos que além de seu mecanismo de ação, 

também geram ERO durante a ação antifúngica, como por exemplo, a anfotericina B 

e miconazol (Mesa-Arango et al., 2014; Kobayashi et al., 2002). 

Os dados referentes ao ensaio de viabilidade celular mostram que os 

compostos 9 ao 12 não apresentaram efeitos citotóxicos aos leucócitos humanos, 

porém, os ensaios de citotoxicidade realizados por Batista et al., 2017 na 

concentração de 16 µg/mL, apenas SeCN-2 e 3 demonstraram um decréscimo da 

viabilidade celular igual ao controle positivo. Plano et al. (2010) mostra em sua 

pesquisa que selenocianatos e disselenetos exerceram boa atividade antileishmania 

com baixos níveis de toxicidade em linhagens de células humanas.  

Os resultados obtidos referentes ao dano genotóxico para os 

selenocianatos alílicos mostram que o composto 9 apresentou um índice de dano ao 

DNA próximo ao controle positivo, mas com diferença estatística. Batista et al., (2017) 

relata que o composto 6 na concentração de 16 µg/mL  demonstrou o índice de dano 

mais próximo ao controle positivo em comparação aos demais compostos  (SeCN-1, 

2, 3, 4, 5 e 7).  

 Em relação à formação de micronúcleos, os resultados permaneceram 

iguais ao controle negativo. Os dados obtidos por Batista et al., (2017) também 

revelam ausência de formação de micronúcleos em leucócitos humanos para todas 

as moléculas testadas sem diferença estatística significativa do controle negativo. 

Tunca et al., (2017) investigou o potencial genotóxico de 8-hidroxiquinolina 

complexada a cádmio e tiocianato, constatando que este composto induziu efeitos 

clastogênicos e de dano ao DNA em todas as concentrações testadas. Fluconazol 

também foi objeto de estudo referente a seu potencial genotóxico e apresentou-se 

como clastogênico e aneugênico em linfócitos humanos (Yüzbaşioğlu et al., 2007), 

além de demonstrar uma grande frequência de micronúcleos em amostras de filhotes 

de rato expostos a terapia durante a gestação (Markovic et al., 2013). Dessa forma 

podemos esperar que os selenocianatos alílicos sejam seguros para o uso 

terapêutico, porém, ensaios mais aprofundados acerca de sua toxicidade são 

necessários. 
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No que se refere à cinética de ação do SeCN-9 (Figura 10), constatamos 

que esta é independente de concentração, uma vez que em menores concentrações 

(CIM e 2xCIM) o efeito fungistático ocorre até 8 h de exposição. Em 24 horas 3,125 

µg/mL (concentração correspondente a 4xCIM) foi capaz de reduzir 73,2% no número 

de células em relação ao controle sem tratamento. Após este período foi visualizado 

o crescimento exponencial dos microrganismos até 48 horas. 

Este evento vai a desacordo com a concentração fungicida mínima 

encontrada para SeCN-9 sobre ATCC 18804 (Tabela 6). Analisando este evento 

podemos inferir a possível influência do tamanho do inóculo utilizado para estes 

ensaios, uma vez que, a CFM é realiza com um inóculo entre 1 a 5 x 103 UFC/mL, 

enquanto o inóculo utilizado para a determinação do tempo de morte foi de 1 x 106 

UFC/mL. Klepser et al. (1998) estudou a influência do tamanho do inóculo inicial, 

agitação e a concentração do antifúngico sobre espécies de Candida no ensaio do 

tempo de morte, constatando que o tamanho do inóculo inicial influencia sobre o 

tempo de morte, uma vez que inóculos menos concentrados (104 a 106) demonstram 

os melhores resultados comparados ao inóculos mais alto (106 a 108) devido ao platô 

das curvas de crescimento que eram apenas 1 log10 maiores que o inóculo inicial, o 

que  prejudicou a separação das curvas, portanto 104 e 105 seriam os tamanhos de 

inóculo ideais. 

Embora todos os compostos tenham apresentado um caráter fungicida na 

CFM, o tempo de morte é um ensaio crucial para melhor entendimento da cinética de 

um composto sobre um microrganismo. 

 Alguns fármacos utilizados na clínica médica desempenham uma 

farmacocinética fungistatica, como por exemplo, fluconazol e itraconazol (Burgess et 

al., 2000; Szabó et al., 2008). Porém o efeito encontrado em nosso ensaio na maior 

concentração de SeCN-9 entre 24 e 48 horas não foi relatado pela literatura. Dessa 

forma, avaliações mais precisas acerca das moléculas de selenocianatos alílicos são 

necessárias para elucidar seu efeito fungicida presente na CFM e fungistático no 

tempo de morte, bem como o exato mecanismo de ação sobre as leveduras do gênero 

Candida, lembrando que os argumentos por nós levantados a respeito destas 

questões são suposições.  

Os resultados obtidos através deste trabalho demonstram o potencial dos 

selecionados alílicos como uma promissora nova classe de antifúngicos, uma vez que 
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apresentaram atividade em baixas concentrações, inclusive na ordem de 

nanogramas, bem como baixos efeitos citotóxicos sobre células humanas e 

características físico-químicas que indicam um ótimo perfil de biodisponibilidade. 

Embora ainda sejam necessários estudos clínicos controlados com a finalidade de 

estudar a sua real eficácia, estas moléculas apresentam-se como uma futura 

alternativa ao atual tratamento de candidíases de baixa e alta complexidade. 
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7 CONCLUSÕES  

  

A partir dos resultados obtidos podemos destacar que: 

● As moléculas de selenocianatos alílicos mostraram-se ativas sobre todas as 

cepas testadas (36) para as 4 espécies de Candida, não apresentando diferença 

estatística entre as espécies, mesmo para as cepas resistentes ao fluconazol, com 

exceção de SeCN-7 e 8 que foram menos ativas para todas as cepas. Assim, 

podemos constatar um amplo potencial de ação sobre as leveduras do gênero 

Candida. 

 

● As modificações estruturais destes compostos nos permitiram analisar que a 

presença de halogênios no anel aromático culminou no melhor desempenho e 

potencial fungitóxico das moléculas com melhor atividade. A adição de agrupamentos 

metila e metoxila mostra uma menor efetividade das moléculas, mesmo assim, ainda 

permanecem ativas contra Candida spp. 

 

● De acordo com as curvas de morte de C. albicans, podemos inferir que 

concentrações mais altas do SeCN-9 conseguem manter a ação fungistática das 

leveduras por um maior período.  

 

● Os mecanismos de ação dos selenocianatos não estão relacionados à 

membrana ou parede celular fúngica, sugerindo que estes compostos possam surgir 

como uma nova classe de agentes antifúngicos devido ao seu alvo de ação distinto 

aos demais antifúngicos presentes no mercado. 

 

● O perfil de toxicidade destas moléculas mostra que a grande parte destes 

compostos exercem baixos efeitos genotóxicos e citotóxicos sobre leucócitos 

humanos, demonstrando ser, provavelmente, compostos seguros para o uso na 

terapia antifúngica além de possuir uma provável ação antioxidante. 
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8 PERSPECTIVAS 

 

✓ Ampliar os gêneros estudados, uma vez que várias infecções fúngicas além de 

candidíases acometem milhares de pessoas anualmente, principalmente 

imunocomprometidos. Sendo assim Aspergillus spp., Cryptococcus spp. e 

dermatófitos como Trichophytom, Epidermophyton e Microsporum, podem ser 

investigados. 

 

✓ Investigar de forma mais profunda os mecanismos de ação destas moléculas 

visando o uso da microscopia de transmissão eletrônica como auxiliar na visualização 

de possíveis alterações intracelulares que estes compostos possam estar exercendo. 

Técnicas moleculares também podem ser úteis para investigar possíveis efeitos sobre 

o DNA das células fúngicas, impedindo o seu desenvolvimento e enzimas envolvidas 

na síntese do ergosterol.  

 

✓ Avaliar a influência destes compostos sobre os fatores de virulência exercidos 

pelos fungos, e sua interferência nas diferentes etapas do processo de infecção 

fúngica. 

 

✓ Estudar os demais possíveis efeitos tóxicos destas moléculas 

(hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, neurotoxicidade, entre outros) e sua rota 

metabólica, incluindo a forma de excreção e possível acúmulo de metabólitos sobre 

tecidos, visando avaliações em modelos ex vivo, em busca de resultados mais 

próximos ao organismo humano. 

 

✓ Avaliar o possível desenvolvimento de resistência dos microrganismos a estes 

compostos através da sua exposição por tempo prolongado, e quais os possíveis 

mecanismos de adaptação desenvolvidos por estes microrganismos. 
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