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RESUMO

As infeccbes fungicas representam importante risco de vida aos pacientes
imunocomprometidos, sobretudo aqueles hospitalizados em centros de terapia
intensiva. A disponibilidade de terapia medicamentosa torna-se escassa diante de
barreiras apresentadas, tais como efeitos colaterais, custos e reducdo de
susceptibilidade microbiana. Nesse contexto, derivados heterociclicos surgem como
potencial alternativa na sintese de novos farmacos, uma vez que esta classe de
compostos demostra atividade antifingica. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade de 36 compostos nitro-heterociclicos isoxazolicos frente a diferentes
espécies de Candida. Primeiramente, realizaram-se os testes de disco difusdo que
serviram como triagem na selecdo de compostos com atividade antifUngica. Em
seguida, a Microdiluicdo em caldo foi realizada e forneceu de maneira quantitativa as
concentracfes inibitérias minimas (CIM), caracterizando desta forma o perfil
microbiolégico dos derivados nitro-heterociclicos. Entre os compostos avaliados, 13
apresentaram atividade biologica contra Candida (compostos
1,4,5,8,9,11,13,15,17,19,20,21,36), dentre eles, dez compostos apresentaram
atividade dose-dependente (compostos 1,4,5,8,13,15,17,20,21,36) e concentracéo
inibitéria minima comparavel ao fluconazol, um dos farmacos mais utilizados na
pratica clinica. Dentre os resultados, os nitrofuranos apresentaram maior nimero de
compostos ativos quando comparados aos nitrotiofenos, sendo a C. parapsilosis, a
espécie mais susceptivel aos compostos testados. Portanto, os nitro-heterociclicos
isoxazélicos, como evidenciado neste trabalho, apresentaram potencial atividade
antifangica, nos fornecendo importantes resultados que demonstram a necessidade

da avaliacédo in vivo destes compostos.

Palavras Chave:

Derivados Nitro-heterociclicos; Candida; Susceptibilidade Fungica



ABSTRACT

Fungal infections represent an important risk to life for immunocompromised patients,
especially those hospitalized in intensive care settings. The availability of drug
therapy becomes scarce in the face of barriers presented, such as side effects, costs
and reduction of microbial susceptibility. Heterocyclic derivatives arise as an
alternative potential in the synthesis of new drugs, since this class of compounds
demonstrates antifungal activity. The objective of this work was to evaluate the
activity of 36 nitro-heterocyclic isoxazole compounds against different Candida
species. Disk diffusion tests served as screening in the selection of compounds with
antifungal activity. Microdilution in broth provided quantitatively the minimum
inhibitory concentrations (MIC), characterizing in this way the microbiological profile
of the nitroheterocyclic derivatives. Among the evaluated compounds, 13 presented
biological activity against Candida (compounds 1,4,5,8,9,11,13,15,17,19,20,21,36),
among them ten compounds had dose-dependent activity (compounds
1,4,5,8,13,15,17,20,21,36) and minimum inhibitory concentration comparable to
fluconazole, one of the drugs most used in clinical practice. Among the results,
nitrofurans had a higher number of active compounds when compared to
nitrothiophenes, with C. parapsilosis being the most susceptible species to the tested
compounds. Therefore, the nitro-heterocyclic isoxazole, as evidenced in this work,
presented potential antifungal activity, providing important results that demonstrate

the need for in vivo evaluation of these compounds.

Key words:

Nitro-heterocyclic derivatives; Candida; Susceptibility Fungic
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1. INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida de pacientes imunocomprometidos, sejam
eles os portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida ou mesmo pacientes
transplantados, aumentou também a infeccdo por microorganismos oportunistas.
Entre eles, as infeccbes fungicas apresentam grande importancia social e
econémica.t

Os dados de infeccdo hospitalar demonstram o recrudescimento de casos de
infeccbes fungicas, sobretudos em pacientes internados em centros de terapia
intensiva. Tal evidéncia contribui com o aumento do tempo de internacdo bem como
ao significativo aumento no custo em salde para debelar este tipo de agravo.?

As infecgbes promovidas por leveduras do género Candida s&o consideradas
as principais causas de infec¢des fungicas no ambiente hospitalar, podendo causar
desde infeccBes superficiais até sistémicas.? Esses micro-organismos possuem
habitat bastante amplo, incluindo: solo, 4gua, animais, membranas mucocutaneas e
intestino de seres humanos. Apesar de fazerem parte da microbiota humana, diante
de condicdes favoraveis, Candida spp. podem passar de comensais a agentes
infecciosos.3”

De acordo com a literatura, existem mais de 150 espécies descritas como
pertencentes ao género Candida.! Destas, cinco demonstram maior incidéncia em
infeccbes nosocomiais, sendo elas: C. albicans, C. tropicalis, Candida do complexo
C. parapsilosis, Candida do complexo C. glabrata e C. krusei.? A diferenciacdo das
espécies pode ser realizada por meio de biologia molecular.®

No ambiente hospitalar, a infeccdo de corrente sanguinea (ICS) por Candida
spp. € a apresentacdo clinica mais grave da doenca, sendo ocasionada
principalmente por Candida albicans, que acomete pacientes gravemente enfermos,
em uso de dispositivos invasivos, imunocomprometidos, que fazem uso de farmacos
imunossupressores, quimioterapicos e/ou uso prolongado de antibi6ticos.® Apesar de
Candida albicans ser o principal agente isolado em casos de ICS, verifica-se nos
altimos anos a variabilidade geografica e temporal das espécies, com aumento
crescente de Candida ndo-C. albicans (CNA) menos susceptiveis aos azo6is.10-12

Na China, por exemplo, em casos de candidemia, constatou-se emergéncia
de C. parapsilosis, seguida de C. tropicalis, C. glabrata, e C. krusei.13 Nos Estados

Unidos, esse panorama sofre uma ligeira modificacdo, onde a predominancia € a
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espécie C. glabrata.* No Brasil, um estudo multicéntrico indicou prevaléncia de C.
tropicalis, seguida de C. parapsilosis, com potencial emergéncia de C. glabrata.'®

Diferente do grande nimero de antimicrobianos disponiveis para o tratamento
de infec¢cbes bacterianas, o0 numero de farmacos antifingicos sdo poucos. O
tratamento de primeira linha envolve a utilizagcdo de farmacos da classe das
equinocandinas (caspofungina, micafungina, anidulafungina). Estes farmacos sao
responsaveis por agirem na parede celular por meio da inibicdo da enzima B-1,3-
glicano sintase, que por sua vez, desencadeia um processo de lise ha membrana e
resulta na morte do fungo. 1618

Outra opcéo disponivel € a utilizacdo de derivados azélicos como fluconazol,
posaconazol ou voriconazol, que tornam-se segunda opcao de tratamento desde
que sejam realizados testes prévios de susceptibilidade microbiana.? Atuam na
inibicAo da enzima do complexo citocromo P450, lanosina-14a-desmetilase,
responsavel por uma das etapas de sintese do ergosterol, fosfolipidio responséavel

pela estabilidade estrutural da membrana do micro-organismo. ’

Uma terceira opgdo, anfotericina B, é utilizada nos casos de falha dos
tratamentos anteriores. Este derivado poliénico € responsavel pela interacdo com o
micro-organismo de diferentes formas, seja por agir na membrana através da
interacdo com o0 ergosterol e, assim, promover poros em sua estrutura
desestabilizando-a, seja por alteracbes morfoldgicas que desencadeiam o estresse
oxidativo, ou entdo por interferéncia em canais i6nicos, dependendo da
concentracdo utilizada. Pode apresentar-se na forma complexada com desoxicolato
ou em complexo lipidico. Este udltimo é considerado a forma mais segura, por
produzir menos efeitos colaterais, porém seu custo € consideravelmente alto,

dificultando sua utilizagdo. %20

Algumas limitagBes tém sido associadas quanto a farmacoterapia disponivel,
por exemplo, efeitos colaterais sdo verificados em todas as classes farmacolégicas
utilizadas. As equinocandinas estao associadas ao efeito de liberagdo de histamina,
como rash cutaneo, urticaria, dispneia e até hipotensdo. Os derivados triazélicos
demonstram distirbios no Sistema Nervoso Central (SNC) e visual, além de

alteracGes hepaticas.?® Por fim, a anfotericina B pode apresentar problemas de
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solubilidade quando administrados em altas doses e desencadear processos que

podem culminar em nefrotoxicidade.?°

Um dos principais problemas e ainda mais preocupantes referentes a
farmacoterapia antifiungica € o aparecimento de leveduras resistentes, que por sua
vez reduzem as opcdes terapéuticas disponiveis e dificultam a recuperacdo de

pacientes hospitalizados.?

Alguns estudos tém mostrado o aparecimento de C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis e C. parapsilosis com sensibilidade reduzida ao fluconazol. Digno de nota é
gue C. krusei apresenta-se intrinsecamente resistente a este farmaco. O aumento da
resisténcia esta muitas vezes relacionado a uma farmacoterapia inadequada, que
consequentemente pode levar ao aparecimento de micro-organismos resistentes. A
resisténcia aos triazois de 32 geragdo (voriconazol) tem sido relatada para as
espécies C. tropicalis e C. krusei. Além disso, C. glabrata tem se tornado uma das
espécies mais preocupantes, pois apresenta sensibilidade reduzida aos triazois e as
equinocandinas. 810

Os mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento da resisténcia
aos antifungicos séo diversos. No caso dos derivados azélicos, por exemplo, um
dos principais mecanismos baseia-se nas bombas de efluxo, onde os farmacos séo
lancados para o meio extracelular e sua interacdo com a enzima lanosina-14a-
desmetilase é reduzida. Outra possibilidade séo alteracdes nos genes que codificam
estas enzimas, como ERG11, com reducdo na sensibilidade aos az6is ou no gene
ERG3, como formacéo de produtos como 14-a-metilfecosterol, ndo toxicos ao micro-
organismo. A classe das equinocandinas desencadeiam mecanismos de
resisténcias similares, onde mutacdes no gene FKS, codificador da enzima 1,3-B-D-
glucanosintetase, podem ocorrer. Além disso, a formagdo de componentes
secundarios da membrana como quitina no lugar de glucano, pode surgir como
resposta adaptativa ao estresse microbiano. Os polienos por sua vez, além de
desencadearem mutacdes génicas (ERG3, ERG5, ERG6 ou ERG11), podem levar a
formacdo de enzimas conhecidas como catalases, que S&o responsaveis por
eliminar espécies reativas de oxigénio, produzidas durante o estresse oxidativo.??2’

Ressalta-se que a formacgé&o de biofilmes ocasionados por algumas leveduras,

tais como C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, apresenta-se como
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forma de resisténcia a mdltiplos farmacos. O biofilme consiste em um conjunto
celular na forma de hifas e pseudo-hifas intimamente ligadas entre si, envolvidas por
uma matriz extracelular de polissacarideos, que podem favorecer infec¢cdes de
corrente sanguinea. Além disso, podem originar uma barreira impermeavel aos
antifingicos utilizados. Encontra-se principalmente em objetos de procedimentos
invasivos, como o cateter venoso central (CVC) e nutricdo parenteral. Ressalta-se
que a espécie com maior potencial de formacao de biofiimes € a C. parapsilosis,
uma vez gque possui grande capacidade de aderéncia a superficies solidas quando
comparadas as demais leveduras. Um estudo envolvendo a formagé&o de biofilme
em cateter por C. albicans revelou que farmacos como anfotericina B e fluconazol
nao eliminaram a rede de células formadas em torno de dispositivos invasivos. Em
adicional, um estudo recente envolvendo camundongos infectados com células de
biofiime de C. glabrata demonstrou que a utilizacdo de equinocandinas como
caspofungina e micafungina ndo teve impacto significativo na carga fangica do
figado e rins destes animais, 0 que evidencia a preocupacao deste mecanismo de
resisténcia frente a farmacos utilizados na rotina clinica.?8-3?

Os casos de resisténcia tém sido associados ao aumento na mortalidade em
50% dos casos de hospitalizacdo em Unidade de Terapia Intensiva — UTI.812
Adicionalmente aos efeitos colaterais e ao aparecimento de leveduras resistentes, 0
custo do tratamento é oneroso, de R$23.000-R$112.000 reais, dependendo do
tempo de hospitalizacéo. 34

A necessidade da utlizagdo de novos farmacos com melhor perfil
farmacoterapéutico, menor resisténcia fangica e consequentemente menores efeitos
colaterais, motiva pesquisas no desenvolvimento de novos agentes antifingicos.
Nesse cenario, a modificacdo molecular constitui-se como uma das principais
estratégias para a aquisicdo de novos compostos ativos, observando-se casos de
sucesso amplamente encontrados na literatura cientifica como é o caso da familia

do azois.®®

1.1 ESTRATEGIAS DE MODIFICACAO MOLECULAR

A modificagao estrutural de compostos bioativos tem como objetivo melhorar

a poténcia do candidato a farmaco, bem como, o perfil farmacocinético visando o
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aumento da absorcdo, reducdo da toxicidade, entre outros. Neste contexto, as
estratégias de modificacdo molecular oriundas da quimica medicinal classica, tais
como o bioisosterismo e hibridizagdo molecular sdo extensamente utilizados na
obtencdo de novos compostos.3®

O Dbioisosterismo tem sido uma das estratégias mais utilizadas no
desenvolvimento de novos compostos da familia dos azdis, que consiste na
substituicdo de um atomo ou grupo de atomos por outros eletronicamente similares
resultando em compostos com propriedades biolégicas semelhantes ao composto
original. Destaca-se nesta abordagem, a troca bioisostérica do atomo de cloro nos
compostos itraconazol e miconazol pelo atomo de fldor, originando os compostos
posaconazol e fluconazol, respectivamente, que demonstraram a melhora de sua
biodisponibilidade, além de reducdo na toxicidade e ampliacdo de seu espectro de

acdo.(Figura 1).%

Figura 1. Farmacos antifungicos
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O Laboratério de Quimica Farmacéutica LASQUIM, utiliza o bioisosterismo e
a hibridizagdo molecular como ferramentas na sintese de novos candidatos a
farmacos baseados em compostos contendo os heterociclicos 1,2,3-triazéis e os

isoxazois. Estes heterociclicos, presentes em inumeros farmacos, demonstram
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diversas atividades biol6dgicas, como anti-inflamatoria, antimicrobiana, anticancer e
antifngica.36-4

Um estudo desenvolvido pelo LASQUIM envolvendo bioisosterismo de anéis
foi realizado a partir de produtos naturais como as neolignanas Veraguensina,
Grandisina e Machilina G. A troca bioisostérica do anel tetraidrofurano presente nas
neolignanas pelo anel triazélico resultou na obtencdo ddo composto 44 com
atividade contra amastigotas e promastigotas de Leishmania amazonensis. A partir
disto, em um segundo trabalho, houve a troca bioisostérica do anel tetraidrofurano
pelo anel isoxazélico no composto 45, ao qual forneceu, quando comparado ao
composto 44, atividade melhorada contra promastigotas de L. amazonensis e foi

ativa contra promastigotas de L. brasiliensis (figura 2).4244

Figura 2. Bioisosterismo de anéis 1,4-diaril-1,2,3-triazol e 3,5-diaril-isoxazol
baseados nas estruturas 41-43.
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A hibridizagdo molecular é outra estratégia utilizada na descoberta de novos
compostos bioativos, e consiste na unido de dois grupos farmacoféricos com o

objetivo de adquirir uma nova substancia com propriedades farmacolégicas duais.3’
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1.2 COMPOSTOS HETEROCICLICOS COMO FARMACOS ANTIFUNGICOS

Os isoxazbis séo caracterizados por um anel de cinco membros contendo 0s
atomos nitrogénio e oxigénio 46 e amplamente utilizados como scaffolds para a
descoberta de novos farmacos (Figura 3).*! Um exemplo de antifingico contendo
este nucleo é a micafungina 47, desenvolvida através da modificacdo molecular de
equinocandinas naturais, cuja insercdo de um anel isoxazdlico possibilitou a
obtencdo de um composto com poténcia antifingica 10 vezes maior que seu

precursor. 4°

Figura 3. Nucleo isoxazdlico e estrutura da micafungina 47

s N
(o)
HO\S//
/, ~
& o
J N
o7
Nucleo isoxazolico
46
NH O
1 N o
Micafungina N<o
\_ Y,

Outro estudo envolvendo derivados isoxazolicos demonstrou que a presenca
do anel isoxazol com modificacBes em seus substituintes laterais fornecia atividade
contra espécies resistentes aos derivados azélicos, como a C. glabrata, tornando-se
desta forma, fundamental para a sintese de novos compostos com potencial ativida-

de antifingica (Figura 4). 46



Figura 4. Bioisosterismo de anel
inibitéria minima (CIM).

17

triazolico pelo anel isoxazélico e concentracdo

-
Fluconazol Derivado isoxazélico
<N§\ OH OH
N\
ST a0
40 48
F CIM cl
C. albicans C. glabrata
Derivado 2ug/mL 2ug/mL
isoxazol
Fluconazol 2ug/mL > 250pg/mL
. J

N\

Um estudo desenvolvido por Zhao e colaboradores (2017) evidenciou que a

troca bioisostérica de anéis pelo anel isoxazoélico demonstrou atividade contra leve-

duras como C. albicans e C. tropicalis comparaveis ao farmaco padréo de escolha,

fluconazol e itraconazol (Figura 5). Além disso, possibilitou que novas modificacdes

em sua estrutura, como a insercdo de atomo flior em seu anel benzeno terminal,

pudessem originar compostos com atividade contra leveduras resistentes de amos-

tras clinicas, como C. albicans. 4/
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Figura 5. ModificacBes de heteroatomos Zhao 2017

I:N
TN~ N

Concentracgéo inibitoria Minima (ug/mL)

C. albicans C. albicans
Substituinte ATCC SC5314 100
R:i: H 0,0625 -
R.: F 0,03125 0,125
Itraconazol 0,03125 0,125
Fluconazol 1 >64

Os nitrofuranos 50 sdo outra classe importante de compostos heterociclicos
utilizados na sintese de novas moléculas com potencial atividade antifungica (Figura
4). Estudos tém demonstrado que a presenca deste farmacoéforo tem favorecido a
atividade anticandida. Em especial, o grupo nitro ligado ao anel furano, pode
favorecer a formacéao de espécies reativas, como hidroxilaminas e radicais livres que
desestabilizam a membrana e o DNA do fungo, conforme a Figura 6.480

Os anéis nitrotiofénicos 51 representam outra classe importante de
compostos heterociclicos na quimica medicinal, pois possuem atividade
antimicrobiana em relacdo as Candida spp., e estabilidade quimica que possibilita

varias modificacdes estruturais.5%:52



grupo nitro;

Figura 6. Nucleos nitrofuranos 50 e nitrotiofenos 5; e mecanismo de reducédo do
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antifungica de compostos nitro-heterociclicos isoxazoélicos
frente a diferentes espécies de Candida.

2.2  Objetivos especificos

a) Investigar a atividade antifiUngica de 36 compostos nitro-heterociclicos isoxa-
zolicos frente a Candida glabrata, Candida krusei, Candida albicans, Candida tropi-
calis e Candida parapsilosis

b) Selecionar os compostos com atividade antifingica no teste de Disco de Difu-
sao.

C) Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) dos compostos seleciona-

dos frente a espécies de Candida.
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3. METODOLOGIA

Os trinta e seis derivados nitro-heterociclicos isoxazolicos (Tabela 1) foram
sintetizados previamente por Trefzger* por meio de uma reacdo do tipo click-
chemistry, a partir de dois blocos de construgéo distintos, as cloro-oximas 54 e os
acetilenos terminais 58. A rota sintética para a sintese dos derivados é apresentada

conforme o esquema abaixo. (Esquema 1)

Esquema 1. Rota sintética utilizada para a sintese dos derivados heterociclicos 1-
36.

x NHﬁogHHC' X PdCl,(PPhs), X=1,Br
ON H——"—= oN— ] M ) S/ Cul, PPh,
2N\ | H,O/EtOH \ & = \OH < +
52a,b ta., 3h 53a,b R% 57a,u Et3N,2£ifluxo — o
NCS — <
CHaCN KOH 56
tolueno, refluxo
24h

O,N
Cloro-oximas 54a,b
54a: X=0
54b: XS CuS0,4.5H,0
ascorbato de sodio
CH,Cl, / THF
t.a., 48h
N-O
oN_ XS A J<g
\W/
1-36

As leveduras estudadas neste trabalho foram selecionadas por apresentarem
maior incidéncia em casos de infec¢Bes fungicas pelo género Candida, tais como:
Candida glabrata (ATCC 2001), Candida krusei (ATCC 6258), Candida albicans
(ATCC 90028), Candida tropicalis (ATCC 750) e Candida parapsilosis (ATCC
22019), as quais foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de Microbiologia
Clinica, UFMS, Brasil.




Tabela 1. Estruturas quimicas de derivados nitro-heterociclicos isoxazolicos 1-36 utiliza-

dos no estudo
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3.1 AVALIAC}AO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA POR MEIO DE DISCO DE DI-
FUSAO

O teste de susceptibilidade antifangica das leveduras incluidas no estudo foi
determinada pela técnica de disco de difusdo de acordo o documento M44-A2-2009,

do Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2009), com pequenas

modificacdes.535°

3.1.1 PREPARO DO INOCULO

As leveduras foram cultivadas em &gar Sabouraud-dextrose (Oxoid, Ba-
singstoke, Inglaterra) e incubadas a temperatura de 35°C (+2°C) por 24 horas. Apés
esse periodo, com 1-3 colbnias foi feita uma suspensdo com turbidez semelhante a

escala 0,5 MacFarland que corresponde a 1x 108-5x10° células por mL.

3.1.2 PROCEDIMENTO:

Os compostos foram utilizados em concentragdes de 2,5mg/mL e 5mg/mL em
dimetilsulféxido (DMSO-SIGMA ALDRICH, Franga). >4

Um swab umedecido na suspensdo da levedura foi semeado em toda a
superficie de uma placa agar Mueller-Hinton contendo 0,5 pug/mL de azul de metileno
e 2% de glicose. Em seguida, discos estéreis (diametro 6,35mm, CECON) foram
adicionados sobre a semeadura. Com auxilio de uma micropipeta, foram colocados

5ul das concentragdes dos compostos nos discos.

Os testes foram realizados em duplicatas e o farmaco padrdo de escolha foi o
fluconazol com 25pug/disco. Para o controle do solvente utilizou-se apenas disco
impregnado com DMSO.

3.1.3 INTERPRETACAO DO TESTE

A interpretacéo dos halos de inibi¢cdo foi realizada conforme a descricdo abaixo:

a) Atividade antifungica: Qualquer halo de inibicdo de crescimento

b) Sem atividade: Nenhum halo de inibicdo de crescimento
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C) Atividade Dose-dependente: aumento do halo de inibicdo com o aumento da
concentracédo do composto teste de 2,5mg/mL para 5 mg/mL.

3.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MIMINA (CIM)-
METODO MICRODILUICAO EM CALDO

A concentracao inibitéria minima (CIM) definida neste estudo foi realizada de
acordo com o documento M27-A3-2008, do Clinical Laboratory Standard Institute
(CLSI, 2008).56

3.2.1 PREPARO DO INOCULO

As leveduras foram cultivadas em &gar Sabouraud-dextrose (Oxoid, Ba-
singstoke, Inglaterra) e incubadas a temperatura de 35°C (+2°C) por 24 horas. Apos
esse periodo, com 1-3 colbnias foi feita uma suspensdo com turbidez semelhante a
escala 0,5 MacFarland que corresponde a 1x 108-5x10° células por mL. Em seguida
a suspensdo foi diluida em meio RPMI 1640, sem antibiético e bicarbonato
(NaHCO:3), a proporcéo de 1:50 (concentragdo 2x10%-1x10° UFC/mL). A partir desta
solugcdo, uma segunda diluicdo foi realizada na proporcdo de 1:20 (concentracao
1x103-5x10% UFC/mL).

3.2.2 PREPARO DOS COMPOSTOS NITRO-HETEROCICLICOS ISOXAZOLICOS
1-36

A partir de uma concentracdo de 5mg/mL dos compostos testes foram
retiradas aliquotas com volumes de 51,2ul e adicionadas a volumes de 1948,8ul de
RPMI 1640, originando solu¢cdes com concentracdes finais de 128ug/mL. O mesmo
procedimento foi realizado para testar o solvente, onde solu¢cdes foram preparadas
contendo apenas DMSO e RPMI 1640.

3.2.3 PROCEDIMENTO

Em placas com 96 pocgos contendo 12 colunas, foram divididos na coluna 1,

controle negativo de crescimento fangico, contendo apenas o meio de cultura RPMI
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1640 (200ul), e a coluna 12, controle positivo de crescimento fangico, onde foram
colocados RPMI 1640 (100ul) e a suspensao contendo o inGculo (100ul).

Nas colunas de 2 até 11 foram colocados RPMI 1640 (100pul) e as solucbes
com as amostras (100ul), em seguida diluicdes seriadas foram realizadas resultando
em concentracdes finais que variaram de 64ul/mL a 0,125pul/mL. A suspenséo
contendo o in6culo foi adicionada em seguida (100ul) nos pocos contendo as
amostras testes.

Os padrdes foram escolhidos de acordo com a pratica clinica farmacolégica,
onde o fluconazol foi utilizado em concentra¢des que variaram de 64pl a 0,125ul/mL,
e a anfotericina B, em concentra¢des de 16ug/mL a 0,03ug/mL. Todos os testes
foram realizados em triplicata. As placas foram vedadas com Parafim M® e
incubadas a temperatura de 35°C (x2°C) por 24 horas com posterior leitura visual e
em aparelho de espectrofotbmetro (Spectramax 190 microplate reader) a um
comprimento de onda em 530nm.*° Considerou-se como Concentracdo Inibitéria
Minima a menor concentracdo em que ndo foram verificados turbidez quando

comparados ao controle positivo de crescimento flngico.®’

3.2.4 DIFERENCIACAO DAS AMOSTRAS EM FUNGICIDA OU FUNGISTATICA

Apos a leitura de 24h das placas em meio RMPI 1640, foram selecionados
pocos que nao apresentavam turbidez quando comparados ao controle de
crescimento positivo.

Estes pocos foram semeados em placas contando &gar sabouraud dextrose e
em seguida foram incubadas a temperatura de 35°C (+2°C) por 24 horas com
posterior leitura.

Considerou-se como fungicida as amostras que nos po¢os ndo demonstraram
turbidez e nas placas ndo demonstram crescimento. Para as amostras fungistética,
foram consideradas as que ndo apresentaram turbidez nos pocos e quando

semeadas, demonstraram crescimento. °8
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4. RESULTADOS

4.1 DISCO DE DIFUSAO

No teste de disco difusdo a triagem realizada com 36 compostos (2,5 mg/mL
e 5 mg/mL) revelou que 13 compostos (36% do total) mostraram atividade
antifangica a pelo menos uma das espécies de Candida e 23 deles (64% do total)
nao apresentaram atividade frente as leveduras testadas. As medidas dos halos de
inibicdo dos derivados nitro-heterociclicos estudados frente as C. albicans (ATCC
90028), C. krusei( ATCC 6258), C. glabrata (ATCC 2001), C.parapsilosis (ATCC
22019) e C. tropicalis ( ATCC 750) estao apresentadas na Tabela 2.

O composto 21 mostrou atividade anticandida frente a todas as cepas testa-
das no teste de disco difusdo. Dez deles (27,7% do total) mostraram atividade dose-
dependente (1, 4, 5, 8, 13, 15, 17, 20, 21 e 36).

Frente a C. parapsilosis (ATCC 22019), os compostos 1, 4, 5, 8, 9, 11, 13, 15,
17, 19, 20, 21 e 36 mostraram halos de inibicdo que variaram de 11 a 23,5 mm. Para
C. albicans (ATCC 90028) os compostos 19-21 e 36, tiveram halos de 14 a 24 mm,
na C. krusei (ATCC 6258) os compostos 4, 20, 21 e 36 tiveram halos de 8 a 19mm,
para C. tropicalis (ATCC 750) o composto 21, teve halo de 18mm e para C. glabrata
(ATCC 2001) os compostos 21 e 36 tiveram halos que variaram de 9 a 22mm.
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Tabela 2. Diametros (mm) do halo aferidos no teste de disco difusédo realizado com 36

nitro-heterociclicos isoxazolicos frente as cinco espécies de Candida, nas
concentracdes de 2,5mg/mL(12,5ug/disco) e 5mg/mL (25 pg/disco) em 24h
Diametro
C..parapsilosis C. albicans C. krusei C. tropicalis C. glabrata
ATCC 22019  ATCC 90028 ATCC 6258  ATCC750 ATCC2001

C PM (5] [5] [[25] [5] [[25] [8][[25] [5] [[25] [5]
01 256,04 11 15 - - - - - - - -
02 290,66 - - - - - - - - - -
03 281,23 - - - - - - - - - -
04 302,31 11 12 - - - 85 - - - -
05 286,05 - 14 - - - - - - - -
06 316,27 - - - - - - - - - -
07 316,27 - - - - - - - - - -
08 346,30 - 11 - - - - - - - -
09 300,23 11 12 - - - - - - - -
10 348,31 - - - - - - - - - -
11 236,23 11 12 - - - - - - - -
12 250,25 - - - - - - - - - -
13 264,28 - 12 - - - - - - - -
14 278,31 - - - - - - - - - -
15 292,33 - 12,5 - - - - - - - -
16 210,15 - - - - - - - - - -
17 238,20 11 15 - - - - - - - -
18 270,67 - - - - - - - - - -
19 256,02 11 12,5 11 14 - - - - - -
20 224,04 11 13 11 15 - 8 - - - -
21 227,99 15 23,5 22 24 135 19 145 18 15 22
22 305,99 - - - - - - - - - -
23 302,04 - - - - - - - - - -
24 332,05 - - - - - - - - - -
25 332,05 - - - - - - - - - -
26 362,06 - - - - - - - - - -
27 316,02 - - - - - - - - - -
28 364,05 - - - - - - - - - -
29 252,06 - - - - - - - - - -
30 266,07 - - - - - - - - - -
31 280,09 - - - - - - - - - -
32 294,10 - - - - - - - - - -
33 308,12 - - - - - - - - - -
34 286,74 - - - - - - - - - -
35 272,71 - - - - - - - - - -
36 244,66 14 155 15 175 8 95 - - - 9
Flu 306,27 20 22 26 30 145 19 23 28 16 21

(Flu) Fluconazol, farmaco padréo (25ug/disco); (C) Composto; (PM) Peso molecular; (-) Nenhum halo

de inibicao
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4.2 MICRODILUICAO EM CALDO

No teste de Microdiluicdo em caldo realizado com 13 amostras previamente
selecionadas por Disco de difusdo, foram obtidas concentrac¢des inibitérias minimas
que variaram de 1pg/mL a >64 pug/mL, conforme Tabela 3.

O teste do solvente demonstrou que o DMSO néo influenciou no crescimento
das leveduras testadas, tendo havido crescimento de 100% nos pocos controle

inoculados.

Tabela 3. Concentracdes inibitérias minimas (CIM) em leitura de 24h

Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

C.parapsilosis  C. albicans C. krusei C. tropicalis  C. glabrata
ATCC 22019 ATCC 90028 ATCC 6258 ATCC 750 ATCC 2001
Composto [ug/mL]

01 8 - - - -

04 8 - - - -

05 32 - - - -

08 2 - - - -

09 16 - - - -

11 32 - - - -

13 2 - - : }

15 1 - - - B

17 16 - - B B

19 8 32 - ) )

20 16 32 32 ) )

21 4 8 16 8 4

36 2 32 16 - 32

Flu 2,0 0,25 32 1 32

Anf 1,0 0,6 4 4 16

(Flu) Fluconazol, farmaco padréo(ug/mL); (Anf) Anfotericina B, farmaco padrdo (pg/mL);(C)
Composto; (-) Nenhum Concentracéo inibitoria Minima



4.3 AMOSTRAS FUNGICIDAS E FUNGISTATICAS

As amostras foram consideradas fungicidas e fungistatica conforme a Tabela 4.

Tabela 4. Leitura de 24h de repiques para compostos fungicidas e fungistaticos

29

Levedura Resultados Compostos
C. parapsilosis ATCC Fungistético 01,05,11,13,17,19,21
22019 Fungicida 04,08,09,15,20,36
C. albicans ATCC 90028 Fungicida 19,20,21
Fungistatico 36
C. krusei ATCC 6258 Fungistatico 20,21,36
C. glabrata ATCC 2001 Fungicida 21
Fungistatico 36
C. tropicalis ATCC 750 Fungicida 21
Todas as leveduras Fungistético Fluconazol
acima, exceto C. krusei
Todas as leveduras Fungicida Anfotericina B

acima
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5. DISCUSSAO

A selecdo dos compostos com atividade antifungica se deu incialmente pelo
emprego de teste de susceptibilidade por disco de difuséo, ao qual nos fornece de
maneira qualitativa a presenca ou auséncia de atividade anticandida através da
presenca ou auséncia de halos de inibicdo, realizados na concentracdo de 2,
5mg/mL e 5mg/mL, com o objetivo de selecionar amostras com atividade biolégica
para a proxima etapa, Microdiluigdo em caldo.

5.1 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os fungos da espécie Candida sdo caracterizados como dimorficos, isto é,
apresentam duas formas morfélégicas identificaAveis denominadas hifas e leveduras.
Cada forma esta associada ao ciclo patolégico do micro-organismo em questao,
sendo responsaveis pela patogénese, e habilidade das espécies de Candida
penetrarem nas células e tecidos do hospedeiro.

Considerando a morfologia de Candidas, faz-se necesséario entender o
conceito de acdo dos farmacos antifingicos, que por sua vez podem ser
fungistéticos ou fungicidas. Tal abordagem identifica a inibicdo do crescimento das
células fungicas, ndo permitindo a mudanca da forma de levedura para a forma de
hifa ou mesmo a completa eliminacdo dos microrganismos respectivamentes. >°

Meta-andlise realizada por Kumar e colaboradores (2017) demonstrou que 0s
agentes fungicidas, como a anfotericina B, apresentam maior probabilidade de
sucesso terapéutico contra infeccdes invasivas de Candida se comparada aos
farmacos de perfil fungistatico, tal como os derivados azélicos. Assim, um perfil
fungicida é desejavel em processos de descoberta de novos candidatos a farmacos
anti-fingicos.%°

Os compostos testados neste trabalho demonstraram perfil que variaram en-
tre fungistaticos e fungicidas, ao qual dependeram do tipo de levedura utilizada. Para
C. parapsilosis, 46% dos compostos com atividade biolégica demonstraram-se fun-
gicidas (04,08,09,15,20,36), enquanto que 54% demonstraram-se fungistaticos
(01,05,11,13,17,19,21). Para C. albicans, o resultado mostra-se com um percentual
maior para atividades fungicidas, em torno de 75% (19,20,21), ao passo que para C.
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tropicalis, o Unico composto com atividade antifungica (21), demonstrou-se fungici-
da. Em C. glabrata o perfil dos compostos foi de 50% fungicida (21), enquanto que

para a espécie C. krusei, todas as amostras mostraram-se fungistéaticas (20,21,36).

5.2 RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE DE COMPOSTOS SELECIONADOS

Conforme na Tabela 2, o composto nitrofuranico 1 que contém um anel
benzénico sem substituintes apresentou halo de inibicdo para C. parapsilosis.
Aqueles compostos contendo grupos retiradores de elétrons (Cl e CN), compostos 2
e 3 respectivamente, ndo apresentaram halo de inibicdo. Os compostos 4, 5 e 8
contendo grupos doadores de elétrons como SCH3s e OCHgs, ligados ao anel benzeno
respectivamente, mostraram atividade contra C. parapsilosis, sendo que o composto
4 ainda apresentou atividade antifungica contra C. krusei. A mudanca de posicéo
das metoxilas (compostos 6 e 7) ndo favoreceu a atividade antifingica.

O composto 9, com um grupo metilenodioxi, apresentou halos de inibicdo
para C. parapsilosis, enquanto que a adicdo de um grupo O-fenil, composto 10, ndo
demonstrou atividade antifiingica, podendo estar relacionado ao maior impedimento
estérico apresentado pelo anel aromético de seis membros, uma vez que estes
tendem a ser menos ativos biologicamente que os primeiros.®!

Os nitrofuranos com a adicdo de grupos alquil, compostos 11, 13, 15
revelaram atividade contra C. parapsilosis, enquanto que os compostos 12 e 14 com
nameros impares de carbono ndo apresentaram atividade (Figura 7). Tal fato pode
ser explicado pela interacdo que os grupos alquil (CH2) podem fazer com o possivel
alvo enziméatico fungico, no qual a energia rotacional exercida por este grupo reflete
na formacéo de uma curva atividade-carbono em forma de zigzag, onde conforme se
altera o numero de carbonos, altera-se a atividade exercida pelos compostos

testados.? (Figura 8)
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Figura 7. Compostos com cadeia alquilica testados contra C.parapsilosis
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Figura 8. a) Modelo de interacéo grupo alquil e enzima fungica; b) Gréfico Zigzag de
compostos com cadeia lateral alquil.
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Para os compostos hidroxilados, 16 e 17, apenas o segundo apresentou halo
de inibicdo contra C. parapsilosis. A reducdo do LogP de 1,71 para 0,90,
respectivamente, pode ter favorecido a perda de atividade flngica.®?

Dentre os compostos nitrofuranicos, a seérie alquil-clorada teve a maior
incidéncia de halos inibitérios quando comparados aos demais compostos. O
homologo 18, por exemplo, (contendo 4 grupos CH2) ndo apresentou atividade
antifingica. Porém, quando o nimero de grupos metilenos (CHz) diminui, a atividade
aumentou, sendo que os compostos 19 e 20 apresentaram halo para C. parapsilosis
e C. albicans. O composto 21, contendo o0 menor nimero de metilenos apresentou
halos de inibicdo contra todas as cepas testadas inclusive C. glabrata (Tabela 2).

O nitrotiofénico 36 apresentou halos de inibicdo contra a maioria das cepas
como: C. parapsilosis, C. albicans, C. Kusei e C. glabrata. Porém, quando
comparado ao composto 21, ndo apresentou halo contra C. tropicalis.

Dentre os trinta e seis compostos testados, dez (1, 4, 5, 8, 13, 15, 17, 20, 21 e
36) foram considerados dose-dependentes, onde o critério utilizado foi estabelecido
pelo aumento da concentracdo destes compostos na propor¢do em que se observou
0 aumento dos halos de inibicdo, conforme Tabela 2.

Portanto, foram selecionados para a segunda etapa, Microdiluicgdo em caldo,
treze compostos (1, 4, 5,8, 9,11, 13, 15, 17,19, 20, 21 e 36) que apresentaram halos
de inibicdo a pelo menos uma das leveduras testadas. A microdiluicio em caldo
consiste em um teste de susceptibilidade microbiana com o intuito de avaliar a ativi-
dade in vitro de antimicrobianos contra diferentes tipos de micro-organismos. Atra-
vés de diluicbes seriadas, concentracdes inibitérias minimas (CIM) sdo obtidas e
caracterizam de forma quantitativa a atividade microbiol6gica de um determinado
composto, logo serve como uma ferramenta fundamental na avaliacdo de novos
candidatos a farmacos.%3

A partir dos resultados obtidos na microdiluicdo em caldo, conforme tabela 4,
pdde verificar-se que as treze amostras demonstraram CIM variados para as
diferentes leveduras testadas. O composto 1 com a presenca do anel aromatico
apresentou atividade fungistatica contra C. parapsilosis (CIM = 8ug/mL). Na série
dos grupos doadores de elétrons, o composto 5 (CIM= 32ug/mL) com a presenca do
grupo OCHs na posi¢cao para no anel aromatico apresentou atividade fungistatica
para C. parapsilosis. Por outro lado, o composto trimetoxilado 8 apresentou uma
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CIM = 2upg/mL, o qual & a melhor atividade antifungica observada para a série de
metoxilas contra C. parapsilosis e similar a um dos padrdes utilizados, Fluconazol
(CIM=2ug/mL). Deve-se destacar que o aumento das metoxilas, observado no
composto 8, fez com que este apresenta-se atividade fungicida.

Para o composto 4, a troca bioisostérica do atomo de oxigénio pelo a&tomo de
enxofre favoreceu atividade fungicida contra C. parapsilosis (CIM= 8ug/mL). O
composto 9, contendo o grupo metilenodiéxi, exibiu atividade fungicida contra C.
parapsilosis (CIM= 16ug/mL).

Na série alquilada, os compostos com numeros pares de carbono, como 11
(CIM= 32ug/mL) e 13 (CIM= 2ug/mL) demonstraram atividade fungistatica contra C.
parapsilosis, enquanto que o composto 15 (CIM = 1ug/mL) com maior LogP da série
(LogP= 5,20), demonstrou a melhor atividade da série, fungicida contra C.
parapsilosis, e semelhante a atividade a um dos padrdes utilizados, anfotericina B (
CIM= 1pg/mL). A diferenga no niumero de carbonos em relagdo a atividade biolégica
pode estar relacionada a conformacdo que estes compostos podem tomar quando
interagem com os sitios alvos, fazendo com que desta forma, o nimero de carbonos
pares tenha melhor interacdo. Outro fator preponderante esta relacionado a
lipossolubilidade do composto, uma vez que o aumento da cadeia lateral alquilica
origina compostos mais lipossoluveis e desta forma podem aumentar a
penetrabilidade, ou mesmo sua interagdo com as membranas lipidicas contidas no
fungo.f?2Em relagdo aos compostos hidroxilados, o 17 apresentou atividade
fungistética contra C. parapsilosis (CIM = 16 pg/mL).

Na série alquilclorada, o composto 19 demonstrou atividade fungistatica
contra C. parapsilosis (CIM = 8 pg/mL) e fungicida contra C. albicans (CIM = 32
pug/mL). A reducdo da cadeia lateral de carbonos, composto 20, possibilitou atividade
fungicida contra C. parapsilosis (CIM = 16 pg/mL) e C. albicans (CIM = 32 ug/mL), e
fungistética contra C. krusei (CIM = 32 pg/mL). O composto 21, contendo a menor
cadeia lateral dos alquilclorados, demonstrou atividade fungistatica contra C.
parapsilosis (CIM = 4 ug/mL) e C. krusei (CIM= 16 pg/mL), enquanto que para C.
albicans (CIM = 8 ug/mL), C. glabrata (CIM = 4ug/mL) e C. tropicalis (CIM= 8ug/mL)
exibiu atividade fungicida. Este composto foi considerado um dos melhores da série,
uma vez que foi ativo contra todas as leveduras testadas e demonstrou menores

CIM, como no caso da C. glabrata, onde obteve um CIM=4ug/mL, atividade superior
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guando comparada aos padrées utilizados, anfotericina B (CIM=16 pg/mL) e
fluconazol (CIM=32 pg/mL). Tal fato pode estar relacionado a um ataque de um
nucleofilo, ao carbono eletrofilico ligado ao cloro, uma vez que a proximidade do

anel isoxazélico, que é retirador de elétrons pode favorecer este mecanismo. 3°

5.3 PERFIL DE BIORREDUCAO E ATIVIDADE BIOLOGICA: NITROFURANOS
VERSUS NITROTIOFENO

O mecanismo de acdo de nitrocompostos esta associado a capacidade do
grupo nitro sofrer reducdo formando espécies radicalares (R-NO2"), e mesmo
espécies reativas eletrofilicas de nitrogénio como o grupo nitroso (R-NO) e
hidroxilamina (R-NOH), interagindo com o DNA provocando morte celular.*®

Se este processo ocorre no interior de bactérias, protozodrios e fungos, e nao
dentro de células de mamiferos, 0 composto possui seletividade. Por outro lado, se o
metabolismo de mamiferos conseguem reduzir nitrocompostos, a formacédo de
espécies reativas pode levar os efeitos colaterais que podem limitar o tratamento,
como é o caso do benznidazol, que pode provocar aplasia medular, ou até mesmo
mutagenicidade ou carcinogenicidade como é o caso do megazol, que é um
antichagassico que ndo pode ser utilizado em humanos.®®

As explicacbes para estes efeitos devem-se ao diferentes potenciais de
reducdo dos nitrocompostos. 5-nitroimidazéis 59, como é o caso do metronidazol,
sdo mais dificeis de serem reduzidos com potencial de redu¢do em torno de -500 e -
370mV, enquanto, 2-nitroimidazois 60, entre -400 e -220 mV, e nitrofuranos 50 de -
330 mV a -120 mV. Micro-organismos anaerbébicos conseguem reduzir
nitrocompostos em valores proximos a -500mV, e os aerbbicos até no maximo -
350mV. Assim o0s nitrofuranos possuem o0 maior potencial de promover
mutagenicidade/carcinogenicidade, por serem mais faceis de serem reduzidos em

sistemas aerdbicos(Figura 9). 4965



Figura 9. Potencial de reducgéo de derivados nitro-heterociclicos
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Porém, deve ser destacado que modificacbes moleculares apropriadas que

interfiram nestes potenciais, ou mesmo a presenca de certos grupos nos compostos

planejados podem proporcionar a obtengdo de compostos com baixo potencial de

mutagenicidade ou carcinogenicidade, como é o caso do metronidazol 61,

fexinidazol 62, nitrofurantoina 63, nifurtimox 64, e benznidazol 65 (Figura 10).6°
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Assim, a possivel explicacdo para acdo antifungica mais ampla dos
nitrofuranos, é que o oxigénio é mais eletronegativo, e, portanto, tendo efeitos
retiradores de elétrons maiores que o enxofre, levando a uma maior facilidade de
reducdo do grupo nitro pelo fungo, devido ao aumento de sua eletrofilicidade.®?

Os nitrofuranos aqui sintetizados s&o em geral mais ativos contra todas as
espécies de Candida, com particular acdo sobre a C. parapsilosis. O composto 21 é
ativo contra todas as espécies, e possui propriedades fungicidas contra C. albicans,
C.kruzei, C.glabrata e C.tropicalis. O composto nitrotiofénico 36, por outro lado ndo
tem acado sobre C. tropicalis, € menos potente e fungistatico contra todas as outras
espécies de Candida quando comparado a 21, exceto C. parapsilosis. Outros fatores
que também podem estar relacionados a uma maior poténcia dos derivados
nitrofuranicos é a capacidade do oxigénio realizar interacdes por ligacdes de
hidrogénio.

O &tomo de oxigénio constitui-se como um importante aceptor de ligacdes de
hidrogénio, tornando possivel a hipotese de que a atividade biologica contra
espécies de Candida esteja também relacionada a interacdes por ligacdo de
hidrogénio entre o anel furano dos hits testados e o sitio ativo. Evidéncias cientificas
demonstram que as interacdes de hidrogénio com o &omo de enxofre (troca
bioisostérica) dependem de uma geometria mais perpendicular, além de serem mais
fracas se comparadas as mesmas interacfes realizadas como o atomo de
oxigénio.%6

Desta forma, o composto 21 quando comparado ao fluconazol e a anfotericina
B demonstra um potencial grande em relagcdo a atividade biol6gica, pois em
leveduras de determinadas espécies, como C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis
demonstrou ser fungicida e obteve concentracdes proximas aos padrdes utilizados.

A espécie mais susceptivel foi C. parapsilosis, que possui um dos maiores
nameros de incidéncias nos casos de infec¢des fungicas por CNA. Apesar de nao
ser uma das mais patogénicas, apresenta reducdo na sensibilidade aos farmacos de
rotina clinica pela formacédo de biofilme, o que desta forma a torna um patégeno em

potencial.
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6. CONCLUSAO

Os nitro-heterociclicos tém demonstrado grande importancia na sintese de
novos compostos com potencial atividade antifungica. Os resultados obtidos neste
trabalho demonstraram potenciais atividades antifiingicas para os compostos 21 e
36 que apresentaram amplo espectro, uma vez que foram ativos contra a maioria
das espécies de leveduras testadas. Adicionalmente, verificou-se a desenvoltura
antifingica de nitrofuranos em relagcéo aos nitrotiofénicos e, desta forma, classificou-
se guanto a sua acéo fungicida ou fungistatica. Verificou-se também, que a espécie
mais susceptivel foi a C. parapsilosis, no geral dos 36 compostos, treze
demonstraram perfil de atividade. Logo, novos estudos sdo necessarios para que a
avaliacdo in vivo possa ser realizada, e desta forma esses protétipos possam servir
como base para que novas modificagbes sejam realizadas e assim sua atividade
microbiolégica possa ser melhorada, visando novos farmacos com melhor perfil

terapéutico.
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