UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA

DISCIPLINA DE TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

INFLUENCIA DA INCLUSAO DO GRUPAMENTO SALICILATO NA ATIVIDADE

ANTIFUNGICA DE UM SAL IMIDAZOLICO

THAYSE VIANA DE OLIVEIRA

PORTO ALEGRE, DEZEMBRO DE 2013



Universidade Federal Do Rio Grande Do Sul
Faculdade de Farmacia

Disciplina de Trabalho de Conclusdo de Curso

INFLUENCIA DA INCLUSAO DO GRUPAMENTO SALICILATO NA ATIVIDADE

ANTIFUNGICA DE UM SAL IMIDAZOLICO

Thayse Viana de Oliveira

Orientador Prof. Dr. Alexandre M. Fuentefria

Porto Alegre, Dezembro de 2013



"Nunca se afaste de seus sonhos, pois se eles se forem,
vocé continuara vivendo,
mas tera deixado de existir".

Charles Chaplin



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer ao Professor Dr. Alexandre M. Fuentefria pela oportunidade de
orientacdo neste trabalho, pela paciéncia, atencdo, dedicacdo e amizade.

A todo Grupo de Pesquisa em Micologia Aplicada, especialmente a Bruna Pippi, Aline
Dalla Lana, Vanessa Bergamo, Daiane Dalla Lana, Camila Hatwig e Renata Moraes, pelo
companheirismo, amizade e por todos os ensinamentos.

Aos colegas, principalmente a Marcelle A. Carniél, que desde sempre esteve ao meu lado.

Aos meus pais pelo incentivo, carinho, forca e apoio.

Ao meu querido namorado, pelo colo e compreensdao, nos momentos ruins e pelos sorrisos e
carinhos nos momentos bons, ndo necessariamente nesta ordem.

A UFRGS pelo ensino de exceléncia e oportunidade, e finalmente a PROPESQ pelo auxilio

financeiro.



APRESENTACAO

Os resultados deste estudo estdo sob forma de artigo cientifico, ao qual contém os seguintes
topicos: Introdugdo, parte experimental, resultados, discussdo conclusdo e referéncias, e serad
submetido a revista Quimica Nova, apos aprovacdo da banca avaliadora da disciplina de Trabalho
de Conclusdao de Curso. O trabalho estd de acordo com as normas da revista a ser publicada (em
anexo).

Os experimentos foram feitos no Laboratorio de Micologia do Departamento de Analises da

Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.



ARTIGO CIENTIFICO

INFLUENCIA DA INCLUSAO DO GRUPAMENTO SALICILATO NA ATIVIDADE

ANTIFUNGICA DE UM SAL IMIDAZOLICO

Artigo a ser submetido a revista Quimica Nova



INFLUENCIA DA INCLUSAO DO GRUPAMENTO SALICILATO NA ATIVIDADE

ANTIFUNGICA DE UM SAL IMIDAZOLICO

Thayse Viana de Oliveira*, Daiane Dalla Lana, Vanessa Bergamo, Alexandre M. Fuentefria
Laboratério de Micologia Aplicada, Faculdade de Farmécia, Universidade Federal do Rio Grande

do Sul, 90610-000 Porto Alegre — RS, Brasil.

Ricardo Keitel Donato
Laboratdrio de Processos Tecnologicos e Catalises, Instituto de Quimica,Universidade Federal do

Rio Grande do Sul, 90650-000 Porto Alegre — RS, Brasil.

Marque uma das alternativas:

(X) Tenho apenas figuras em tons de cinza

( ) Tenho figuras coloridas e aceito custo da publicagdo impressa

( ) Tenho figuras coloridas, quero publica-las coloridas apenas online e confirmo que a impressao

dessas figuras em tons de cinza ndo prejudicara a compreensao

Marque uma das alternativas:
( ) Manuscrito com material suplementar

(X) Manuscrito sem material suplementar

* e-mail: thayseviana@ibest.com.br



INFLUENCE OF THE INCLUSION IN THE REVERSE SPLIT SALICYLATE ANTIFUNGAL

ACTIVITY OF AN IMIDAZOLIUM SALT

Abstract

Imidazolium Ionic Liquids (ILs) are organic salts with recognized biological activity over micro-
organisms. In this work, an IL presenting a salicilato group as anion (C;sMImC;HsOs) was tested as
for its antifungal activity against dermatophytes, filamentous fungi known to cause cutaneous
mycoses (dermatophytosis); and Candida non-albicans specie, a type of yeast considered to be
opportunistic and emergent. The minimum inhibitory concentration MIC of the substance was
determined using in vitro susceptibility testing, recommended by the CLSI. It was found that the
inclusion of this group with known anti-inflammatory activity does not affect the antifungal activity

of IL.

Keywords: Imidazole, dermatophytes, Candida non-albicans



INTRODUCAO

Atualmente infec¢des causadas por fungos leveduriformes emergentes e dermatdfitos estdo cada
vez mais comuns e sdo de dificil diagndstico. A populagdo de pacientes imunossuprimidos vem
crescendo consideravelmente nos ultimos anos. Isso resulta em diagnosticos cada vez mais
frequentes de infecgdes fingicas causadas especialmente por espécies de Candida ndo-albicans,’
leveduras que até pouco tempo eram consideradas saproéfitas do ambiente mas que cada vez mais
vem sendo isoladas de pacientes com micoses oportunistas.” O uso indiscriminado de medicamentos
para tais infecgdes induz ao aparecimento de organismos resistentes ou tolerantes.” Dermatofitos
sdo fungos filamentosos responsaveis por causar micoses cutdneas (dermatofitoses) em
aproximadamente 40% da populagdo mundial.” E bastante problematico o manejo terapéutico
dessas micoses, pois além dos antifungicos de uso comum possuirem um nimero restrito de alvos
celulares,” os antifingicos sistémicos causam varios efeitos adversos e interagdes com outros
farmacos, tornando o tratamento das dermatofitoses bastante limitado, longo e muitas vezes
0neroso.”

A sintese organica de substiancias medicinais possui grande vantagem, pois acelera o processo da
descoberta de drogas potencialmente ativas, além de permitir modificagdes estruturais e assim
identificar os possiveis candidatos biologicamente interessantes.® Estudos comprovam a
importancia de prospectar substincias sintéticas novas com atividade antifungica e anti-
inflamatoéria. Infecgdes microbianas causam ativagdo do sistema imunoldgico do hospedeiro, como
importante forma de defesa. Nas fazes iniciais da infec¢do, os neutréfilos e mondcitos sdo
recrutados pelos mediadores pro-inflamatorios.” A resposta inflamatoria exacerbada resultante da
infec¢do pode causar danos nos tecidos e aumentar o suscetibilidade a patdogenos oportunistas. '’

Substancias como os derivados de b-clorovinil calconas® e benzo [b] tiofeno'' sdo exemplos de



compostos sintetizados e modificados por métodos quimicos que possuem atividade antifiingica e
anti-inflamatoria, resultando em uma ag¢ao sinérgica interessante para o tratamento de micoses.

Os liquidos 16nicos (LIs) pertencem a uma classe de sais organicos que geralmente possuem baixa
volatilidade e toxicidade, alta condutividade idnica e estabilidade quimica sendo considerados
solventes verdes ecologicamente mais aceitiveis que os solventes orginicos convencionais.'
Recentes estudos ressaltam que a atividade biologica dos LIs estd intimamente ligada a sua estrutura
quimica, sendo maior conforme aumenta a cadeia alquila do cation e quando o substituinte for, por
exemplo, piridinio, imidazol ou sal de amdnio quaternario. Por possuirem consideravel estabilidade
quimica e facilidade de sintese, os derivados imidazolicos sdo os LIs mais bem estudados e
caracterizados.”” Estudos também demonstraram sua significativa atividade antimicrobiana contra
fungos e cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da inclusdo de um grupamento
funcional com reconhecida atividade anti-inflamatéria sobre a capacidade antifingica de um sal

imidazolico.

PARTE EXPERIMENTAL

Cepas selecionadas para o estudo

Foram selecionados isolados clinicos de dermatofitos distribuidos nas espécies Microsporum canis

(MCA 32 e MCA 38), M. gypseum (MGY 52 e MGY 53), Trichophyton mentagrophytes (TME 38

e TME 46) e T. rubrum (TRU 49 e TRU 54). Também isolados clinicos das espécies de Candida

ndo-albicans: C. tropicalis (RL 18 e 72P), C. parapsilosis (RL 36 e RL 13) e C. krusei (CKO1 e

CK 02). Todos os isolados estdo depositados na micoteca do Grupo de Pesquisa em Micologia
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Aplicada da Faculdade de Farmdacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. As cepas estdo

conservadas em tubos com tampa, contendo agar Sabouraud com dextrose, a temperatura ambiente.

Sal imidazdélico contendo um anion salicilato

Os LIs foram sintetizados pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Processos Tecnologicos e
Catalise, Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), sob
coordenag¢ao do Prof. Dr. Henri S. Schrekker.

O inicio da sintese ocorre com a rea¢ao de um alcool (hexadecanol) com acido metanossulfonico,
obtendo-se o hexadecilsulfonato que através de uma reagdo de alquilagdo, reage com metilimidazol,
a temperatura ambiente, gerando o LI 1- hexadecil-3-metilimidazolio metanosulfonato
(CisMImMeS).

Para a obtencao do LI salicilato de 1- hexadecil-3-metilimidazdélio (C;sMImC;H¢Os) utilizou-se o LI
CisMImMeS, onde o sal de troca foi o salicilato de s6dio. Neste caso o sal residual foi o NaCl que
pode ser removido por purificagdo com diclorometano, no qual o produto ¢ solivel e NaCl

completamente insolavel."’

Avaliacdo da atividade antifungica do sal imidazdlico contendo um anion salicilato

Preparacdo do inoculo fungico dermatofitico

Utilizando o método de microdiluicdo em caldo, segundo as recomendagdes do Clinical Laboratory
Standart Institute, documento M38-A2'"" com algumas alteragdes, como referéncia, os isolados
foram cultivados em &agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol. Apds a incubacdo em
estufa a 32 °C, durante um periodo de 7 dias, as colonias foram cobertas com aproximadamente 4

mL de salina estéril e raspadas cuidadosamente com o auxilio da uma al¢a. Essa suspensdo
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contendo conidios e fragmentos de hifas foi aspirada com pipeta automatica e transferida para um
tubo estéril. As estruturas fungicas mais pesadas foram descartadas durante repouso de 15 a 20 min
e a parte superior da suspensdo foi transferida para um novo tubo estéril. As leituras de densidade
oOtica destas suspensdes mforam realizadas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 530
nm, obtendo-se leituras de transmissdao entre 80 e 82% para cada isolado testado. A partir desta
suspensao, foi preparada uma dilui¢do de 1/100 em meio RPMI 1640 contendo L-glutamina, sem
bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich Co., St Louis, EUA) tamponado com 0,165 mol/L de tampao

MOPS (Sigma) de modo a obter uma concentragdo final de 0,4x10* a 5x10* células/mL.

Preparacdo do inoculo fungico leveduriforme

Utilizando o método de microdiluicdo, segundo as recomendag¢des do documento M27-A3 da
CLSIL,'"™ as amostras de levedura foram cultivadas em placas de Petri estéreis contendo agar
Sabouraud acrescido de cloranfenicol a 32 °C por 24 h. Em seguida, com o auxilio de uma alca,
tocou-se na superficie de 2 a 4 colonias com a mesma morfologia e suspendeu-se em solugdo estéril
de salina a 0,9%. A suspensdo fungica apresentou turbidez equivalente a solugdo sulfato de bario do
tubo 0,5 da escala de McFarland (90% de transmitncia) equivalente a 10° UFC/mL.
Posteriormente, foi preparada uma diluicdo 1:50 em salina estéril e, a partir desta, diluiu-se 1:20 em
RPMI-MOPS (meio RPMI 1640 contendo L-glutamina, sem bicarbonato de sdédio tamponado com
0,165 mol/L de tampdo MOPS) para obter-se um indculo de 1x10° a 5x10° células/mL (2x

concentrado). Este ultimo foi o indculo usado nos experimentos.

Determinacgado da Concentragado Inibitoria Minima (CIM)
Para verificar a suscetibilidade das substancias em teste, utilizou-se o teste de microdilui¢do em
caldo seguindo o método proposto e padronizado pelo CLSI para quantificar a CIM. Para o ensaio

de suscetibilidade foram utilizadas placas de microdilui¢do (microplacas) de 96 pogos, com fundo
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em forma de “U”, com tampa (ALAMAR®, Diadema, Sao Paulo, Brasil). As substancias teste
foram diluidas para obter concentragdes na faixa de 250 a 0,24 pg/mL. Uma aliquota de 200 pL da
substancia na maior concentragdo foi adicionada na 1* fileira da microplaca. Procedeu-se a diluicao,
com transferéncia de 100 pl da 1? fileira para a 2% da 2* para a 3 e assim por diante até a 10? fileira.
Ap6s, foram adicionados 100 pL. do in6culo previamente preparado em RPMI. Foi também incluido
no ensaio o controle positivo (somente o indculo e meio de cultura) e o controle negativo (somente
o meio de cultura).

As microplacas foram incubadas durante 7 dias a 32 ° C para dermatofitos e durante 48 h, na mesma
temperatura, para leveduras. A leitura para determinacdo da CIM da substancia sobre as cepas foi
feita a partir do método visual, sendo considerada a formacdo ou ndo de aglomerados de células
(“botdo”) no fundo da cavidade da placa. Dessa forma, foi considerada como CIM a menor
concentragdo da substincia em teste capaz de produzir inibi¢do visivel sobre o crescimento das

cepas testadas no ensaio. Todos os isolados foram testados em duplicata.

Analise Estatistica

Foi empregado o teste t de Student, utilizando o software Microsoft Office Excel 2007. Considerou-

se um nivel de confianca de 95%. Com a analise estatistica, foram avaliadas as diferengas entre as

CIM dos diferentes LIs (C;sMImCI e C;sMImC;Hq03).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na sinese dos LIs, o método de alquilacdo tem inumeras vantagens, entre elas: o processo ¢

realizado a temperatura ambiente, sem a utilizacdo de solventes, os produtos sdo solidos cristalinos
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e alguns podem ser purificados por simples recristalizacdo em acetona. Os anions alcanosulfonados
podem ser facilmente substituidos por uma série de outros anions (como Cl°, NOs", BFy4) por reacao
de troca i6nica, em agua, a temperatura ambiente.

O grau de pureza (> 99%) destes LIs pode ser determinada por espectrometria de ressondncia
magnética nuclear (RMN) de 'H, usando a intensidade dos satélites *C do grupo imidazdlio do N-

metilo como padrdo interno."’

ooooo

Como resultados do presente estudo, os isolados clinicos testados foram sensiveis ao LI
CisMImC;H40s, observando-se a inibi¢cdo completa do crescimento fingico em uma faixa de 7,81-
125 pg/mL para dermatofitos, e 7,81-62,5 pg/mL para os isolados leveduriformes. Estes resultados
foram comparados com as CIM resultantes dos ensaios feitos pelo grupo de pesquisa para o LI
metilimidazol cloreto (C;sMImCI), este foi o LI escolhido para a compara¢do pois demonstrou

pronunciada atividade antifingica. (tabela 1).

Tabela 1: Comparagdo entre as CIM dos LIs C;sMImCI e C;sMImC;HsO5

Isolados CisMImC,HO3 CisMImCl1 Valor de p
CIM (ng/mlL) CIM (ng/mL)

Dermatofitos

MCA 32 15,67 0,48 P >0,05
MCA 38 31,25 0,48 P >0,05
MGY 52 125 7,8 P >0,05
MGY 53 7,81 1,9 P >0,05
TME 38 15,67 0,48 P >0,05
TME 46 62,5 0,48 P >0,05
TRU 49 15,67 1,9 P >0,05
TRU 54 62,67 0,48 P >0,05
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Leveduras

RL 18 62,5 0,97 P >0,05
72P 31,25 0,97 P >0,05
RL 36 7,81 0,97 P >0,05
RL 13 15,67 0,97 P >0,05
CK 01 7,81 0,97 P >0,05
CK 02 31,25 0,97 P >0,05

Através da analise estatistica, observou-se que as CIM para ambos os LIs ndo sao
significativamente diferentes (P>0,05), demonstrando que a concentracdo do LI C;sMImC;HsOs
necessaria para inibir o crescimento fingico ¢ maior, quando comparado com o LI C;sMImCI , mas
este aumento ndo ¢ significativo, ou seja, a troca do anion cloreto pelo salicilato ndo altera a
atividade antifungica do sal imidazdlico.

Estudos prévios feitos pelo grupo sugerem que o mecanismo de acdo dos LIs ocorre em dois
passos”. Primeiramente, o LI permeia a membrana da célula fingica, onde se destaca a importancia
do cation organico e do anion inorginico presente na estrutura dos LIs. O C;(MImCI (figura 1) ¢
uma molécula anfifilica, semelhante a bicamada lipidica da membrana das células, sendo sua

penetracdo facilitada.”

Possivelmente, esta seja a causa do aumento da CIM do LI C;sMImC;HOs
(figura 1). O salicilato € um grupamento volumoso e pode interferir na passagem da substancia pela

membrana.
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Figura 1. Formula estrutural dos LIs C;sMImCI (4) e C,sMImC;H;03(B)

O segundo passo do mecanismo de ag¢do dos LlIs ¢ a inibigdo do Citocromo P450 fungico, enzima
envolvida na 14a- demetilagdo do lanosterol,” essencial na conversdo do lanosterol em ergosterol,
um esterol especifico que mantém as fun¢des da membrana da célula fungica.***

Os Lls, assim como os antifingicos imidazolicos comerciais, apresentam uma unidade imidazolica,
como por exemplo o cetoconazol. Este antifingico age através da ligagdo do nitrogénio do anel
imidazolico com o ferro heme do citocromo P450, inibindo a enzima. Levando ao acumulo de

substancias toxicas, bem como a deple¢ao do ergosterol. Estes efeitos causam uma perturbagdo das

fungdes da membrana fungica, destruindo a célula.

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, o presente estudo constatou que a troca do anion cloreto pelo

salicilato ndo altera a atividade antifiingica do LI. O salicilato ¢ um grupamento com reconhecida

atividade anti-inflamatoria, por tanto pode ajudar no tratamento das micoses, pois a infec¢ao
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causada pela colonizacdo dos dermatofitos e leveduras sobre o hospedeiro piora a patologia da

doenga.’

A atividade anti-inflamatéria do LI C;sMImC;HsO; deve ser confirmada, pois em uma infec¢ao

fungica, ter o controle do processo inflamatorio pode potencializar o sucesso da terapia.
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ANEXO 1 - NORMAS DA REVISTA QUIMICA NOVA
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INTRODUCAO

Os titulos da se¢do sdo escritos com todas as letras maiusculas e em negrito. Deve haver

espacamento antes e depois do titulo da secao.

Subtitulo1 subtitulo— Apenas a 1* letra maitiscula, em negrito. Deve haver espagamento antes e depois do

subtitulo

Aqui entra o seu texto. Caso haja alguma citagdo a ser feita, ela deve seguir este padrdo.' Caso
queira citar um intervalo de trés ou mais referéncias em sequéncia, use dessa forma.>* Quando
forem apenas duas ou ndo estiverem em sequéncia, usar a virgula.'”” Repare que todas elas
aparecem logo ap6s a pontuagdo e ndo apresentam espagos.

Como pode perceber, os paragrafos ndo apresentam tabulagdes. Favor manter esse padrao durante
todo o texto. Caso queira inserir uma figura, seguir o padrdo como na Figura 1.

[INSERIR FIGURA 1]

Todas as figuras devem ter suas posicdes indicadas como feito anteriormente. Tabelas também sdo
indicadas como mostra a Tabela 1.

[INSERIR TABELA 1]

Deve haver espago entre numero e unidade (por exemplo, 1 h) e as unidades devem ser abreviadas.

Termos ou expressdes em inglés ou em latim — em italico

Subtitulo2

Sub-subtitulo Sub-subtitulo de secdo s6 a la em maitscula e em itdlico. Deve haver espagamento apenas

antes do sub-subtitulo.
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As figuras (incluindo gréaficos, esquemas, etc) deverdo ser em nimero maximo de 7 figuras simples

e ter qualidade grafica adequada (usar somente fundo branco). Para nimero maior, utilizar o

Material Suplementar. A resolu¢do minima ¢ de 300 dpi. No caso particular de esquemas contendo

estruturas quimicas, estas deverdo ter sempre a mesma dimensdo, para que possam ser reduzidas

uniformemente, além de boa qualidade grafica

Outro subtitulo do trabalho

Outro sub-subtitulo do trabalho

PARTE EXPERIMENTAL

Primeiro subtitulo da parte experimental

Primeiro sub-subtitulo da parte experimental

RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiro subtitulo dos resultados e discussao

Primeiro sub-subtitulo dos resultados e discussao

CONCLUSAO

MATERIAL SUPLEMENTAR
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Quando houver material suplementar, ele deve ser indicado aqui, com a descrigdo do material,
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