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Resumo

Desde o final da década de 60, quando terapias antibacterianas foram
desenvolvidas, observou-se um aumento drastico das infec¢bes fungicas. Hoje, elas
representam um problema de satde pablica mundial e a resisténcia aos antifingicos é uma
das principais limitagbes para o tratamento destas infecgdes. Desta forma torna-se
necessario o desenvolvimento de novos antifungicos para combater infec¢bes persistentes.
Nesse contexto, derivados de N-acetilglicosamina substituidos em diferentes posicdes e de
sulfonamidas de N-acetilglicosamina e de glicose podem vir a ter um importante papel na
terapia antifingica, visto que ja ha diversos estudos relatando atividades bioldgicas de
derivados de carboidratos e entre elas a atividade antifungica. Desse modo, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a suscetibilidade de isolados de Candida spp. frente a uma série
inédita de 10 derivados de carboidratos. Para isso, realizou-se um screening antifungico
contra as cinco espécies de Candida mais prevalentes em infec¢Ges: C. albicans (CA), C.
glabrata (CG), C. krusei (CK), C. parapsilosis (CP) e C. tropicalis (CT). Para os derivados
ativos, a concentracdo inibitoria minima (CIM) foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo (CLSI 2008). Os derivados 1 e 7 foram o0s Unicos que
apresentaram atividade, frente a alguns dos isolados testados (CG RL12m para o primeiro
e CP RL33 para ambos), com CIMs respectivas de 128 pug/mL e 256 pg/mL (substancia 1)
e 32 pg/mL (substancia 7). Enfim, dois dos derivados apresentaram resultados satisfatérios
nos testes de suscetibilidade in vitro, confirmando o potencial como promissores
compostos antifungicos. Entretanto, ainda sdo necessarios mais estudos com enfoque no
mecanismo de agdo e, principalmente, anlise da toxicidade. Ainda é necessaria uma
analise da relacdo estrutura-atividade para otimizacdo das substancias e por conseguinte

torna-las mais potentes, bem como simplificar seus processos de sintese.

Palavras-chave: Candida, resisténcia, derivados de carboidratos, triagem, CIM.



Abstract

Since the late 60s, when antibacterial therapies were developed, there was a drastic
increase in fungal infections. Today, the resistance to antifungal agents is a major
limitation for the treatment of these infections. Thus, it is necessary to develop new
antifungals to combat persistent infections. In this context, N-acetylglucosamine
derivatives bearing substituents at different positions and N-acetylglucosamine and glucose
sulfonamides could have an important role in antifungal therapy, since there are already
many studies that relate the biological activity of carbohydrate including the antifungal
activity. Thus, the objective of this study was to evaluate a novel series of 10 carbohydrate
derivatives against isolates of Candida spp. Antifungal screening was carried out against
the five most prevalent species of Candida infections: C. albicans (CA), C. glabrata (CG),
C. krusei (CK), C. parapsilosis (CP) and C. tropicalis (CT). For derivative assets, the
minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by the microdilution broth
method (CLSI 2008) for sensitive isolates. Derivatives 1 and 7 exhibited activity against
some of the isolates tested (CG RL12m for the first and CP RL33 for both), with MICs
respective 128 ug / ml and 256 ug / mL (substance 1) and 32 ug / ml (substance 7). Finally,
two compounds showed relevant activity, confirming their potential as promising
antifungal compounds. However, it is necessary more studies focusing on the mechanism
of action and, especially, analysis of toxicity. Furthermore, it is necessary to perform a
study of structure-activity relationships in order to optimize the compounds and simplify

the synthesis.

Keywords: Candida, resistance, carbohydrate derivatives, screening, MIC.
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1. Introducéo

A ldade de Ouro da Microbiologia durou cerca de 60 anos, iniciando em 1857 com
Louis Pasteur. Foi um periodo muito produtivo, com grandes descobertas, onde se formaram
as bases para a microbiologia do século XX (Tortora, 2012). Hoje possuimos muitos
avancos na area da microbiologia, entretanto, ainda sdo encontrados muitos desafios. A alta
taxa de resisténcia aos antimicrobianos utilizados atualmente, juntamente com a emergéncia
de micro-organismos oportunistas tem trazido sérias preocupacles para a salde publica
mundial.

Nos Ultimos anos, a incidéncia e gravidade de doencas fungicas tém crescido de
forma consideravel, principalmente devido ao aumento da sobrevida de pacientes criticos, 0s
quais apresentam o sistema imunoldgico debilitado (Vandeputte et al., 2012; Morace et al.,
2014). Candida spp. € um dos micro-organismos oportunistas mais importantes e tem
relevantes implicacfes em infeccBes nosocomiais da corrente sanguinea, com alto grau de
severidade (Doi et al., 2016). As infecgcdes por esse micro-organismo podem levar a um
tempo prolongado de hospitalizacdo e gerar um alto custo ao sistema de saude. Candida
albicans é considerada a espécie mais frequentemente associada a candidemia, entretanto,
espécies ndo-albicans estdo emergindo, destacando-se Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis e Candida krusei (Lortholary et al., 2014).

Apesar das opcdes de tratamento disponiveis, tais micoses estdo associadas com altas
taxas de morbidade e mortalidade (Ahmed et al., 2014). Isso ocorre, principalmente, devido
a crescente resisténcia aos agentes antiflngicos, apresentada por Candida spp. Os
tratamentos indiscriminadamente utilizados na profilaxia podem levar ao desenvolvimento
de resisténcia e 0 uso inadequado de um agente antifingico pode, por pressdo seletiva,
favorecer a multiplicacédo de cepas resistentes, tornando algumas terapias ineficazes (Ahmed
et al., 2014; lzquierdo et al, 2015).

Diante do aumento das infeccBes fungicas associado a crescente resisténcia desses
micro-organismos as terapias usadas, destaca-se a necessidade do desenvolvimento de novos
agentes antifangicos (Kauffman, 2006). Além da eficacia contra as espécies de fungos, é
importante que o agente antifungico apresente um bom perfil de seguranca.

De grande importancia como substancias bioativas, 0s carboidratos estdo entre os

compostos mais abundantes provenientes de fontes naturais, presentes em plantas e animais
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e participam de um grande ndmero de ciclos bioquimicos. Ha um crescimento surpreendente
de seu estudo nos dltimos anos, principalmente com relagdo a diversidade de aplicagdes
bioldgicas, podendo-se destacar atividades antibacterianas, antivirais, antineoplasicas,
antifungicas, entre outras (Nogueira et al., 2009).

Apoiado no conhecimento sobre sua participacdo em diversos processos bioquimicos
nos organismos Vvivos, na sua grande abundéncia, nos diversos estudos sobre sua atividade
contra fungos, os carboidratos, que possuem grupos hidroxilas podendo ser quimicamente
modificados, tém sido muito utilizados para o desenvolvimento de novos farmacos
(Nogueira et al., 2009; Leoneti et al., 2010; Crucho et al., 2015). Contudo, poucos trabalhos
relatando a atividade antifangica de derivados de carboidratos estdo publicados, sendo este

um excelente campo para investigacao.



2. Revisao bibliografica

2.1. Breve Historico

Em 1674, o bidlogo holandés, Anton van Leewenhoek, descobriu em uma gota
d’agua milhdes de pequenos “animaliculos” ao analisa-la em seu microscopio. Foi em 1840,
portanto, 166 anos depois, que o patologista aleméo, Friedrich Henle, veio a propor critérios
para provar que 0s micro-organismos causavam doencas nos seres humanos. Entretanto, esta
teoria sO foi confirmada nas décadas de 70 e 80 deste seculo, por Robert Koch e Louis
Pasteur (Murray, 2010).

O mundo onde vivemos € repleto de uma infinidade de micro-organismos, os quais
se encontram no ambiente, sendo a grande maioria benéfica. H& uma minoria que é
patogénica e que ao entrar em contato com o individuo ir4 causar algum tipo de doenga.
Outros, entretanto, s6 estabelecerdo doenca em circunstancias bem definidas. Muitos vivem
sobre e dentro do nosso corpo (microbiota normal) e ndo nos trazem maleficios em situacfes
normais, sendo benéficos muitas vezes. O equilibrio entre as defesas naturais do corpo e as
propriedades do micro-organismo de desenvolver patologias é que vao definir uma relacdo
simbidtica ou um processo patoldgico. Nosso corpo possui mecanismos de resisténcia
naturais, como a barreira da pele, acido estomacal, sistema imune, entre outros. Quando
essas defesas ndo sdo suficientes para combater e eliminar 0os micro-organismos causadores
da patologia, entéo, se usa os antimicrobianos para ajudar a controlar a infeccao e eliminar o
agente etioldgico (Tortora, 2012; Murray, 2010).

O primeiro agente antibacteriano foi descoberto em 1910, pelo médico aleméo Paul
Ehrlich. Era um composto derivado do arsénico, efetivo contra a espiroqueta causadora da
sifilis (Tortora, 2012; Murray, 2010). Assim deu-se o inicio & era da quimioterapia,
seguindo-se com Alexander Fleming em 1928 no St. Mary’s Hospital de Londres, com a
descoberta da penicilina; Gerard Domagk com a sulfanilamida em 1935; e Selman
Waksman, em 1943, descobriu a estreptomicina. Porém o uso da penicilina na terapéutica so
foi realidade a partir de 1943 (Martins et al., 2006; Murray, 2010).

Por aproximadamente quatro décadas, entre 1940 e final da década de 1970, a

indastria farmacéutica teve um fluxo constante de langamento de novos antimicrobianos,
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muitos com novos mecanismos de acgdo para tentar resolver o problema da resisténcia aos
anteriores (ECDC/EMEA JOINT TECHNICAL REPORT, 2016).

Até o inicio do século 20, as epidemias bacterianas eram globalmente uma
importante causa de morte enquanto que as infecgcdes fungicas ndo eram consideradas
relevantes. Porém, até o final de 1960 muitas terapias antibioticas haviam sido
desenvolvidas e, deste modo, observou-se um drastico aumento das infeccGes fungicas
(Enoch et al., 2006; Vandeputte et al, 2011).

2.2.  Infeccbes Fungicas

Nos dias atuais, as infeccBes flngicas representam um problema de satde publica e
sdo influenciadas pelo crescimento dos casos relacionados a imunodeficiéncia, tais como
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), envelhecimento, transplantes,
procedimentos cirurgicos, pacientes em uso de cateter venoso central, entre outros (Enoch et
al., 2006; Vandeputte et al., 2011).

Assim como ja mencionado acima, as infeccdes sdo provocadas por patdgenos
primarios ou por micro-organismos oportunistas. Os primeiros sdo naturalmente capazes de
estabelecer uma infeccdo, mesmo em individuos saudaveis; ja os segundos, sdo capazes de
desenvolver a infec¢do quando critérios especificos sdo atendidos, como nos casos de
imunocomprometimento (Vandeputte et al., 2011).

Os fungos podem ser encontrados como parasitas de plantas e animais, causando
grandes perdas em plantacGes e graves problemas veterinarios. Nos seres humanos podem
causar alergias, doencas leves e até mesmo doencas mais severas que podem levar a morte
se ndo forem tratadas adequadamente (Vandeputte et al., 2011).

As infeccOes podem ser classificadas conforme o tecido infectado em:

o Micoses superficiais: os fungos se instalam em regides mais externas da pele
e cabelo. Entre as espécies mais comuns estdo a Malassezia globosa e M. furfur;

o Micoses cutaneas: atingem estruturas do corpo que sdo queratinizadas. Sao
causadas por fungos conhecidos como dermatdfitos e 0s géneros mais comumente
envolvidos sdo Trichophyton, Epidermophyton e Microsporum;

o Micoses subcutdneas: podem ser causadas por fungos como Sporothrix

schenckii e a lesdo da-se a partir do ponto de inoculagédo do fungo;
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o Infecgdes nas mucosas: em geral causadas por leveduras oportunistas, em sua
maioria pelo género Candida, embora em menor proporgdo possam ser causadas por fungos
filamentosos;

o Micoses sistémicas: podem ser extremamente graves. SA0 muito comuns em
pacientes imunodeprimidos, apresentam taxa de mortalidade elevada e o0s agentes
etiologicos mais frequentemente envolvidos sdo Candida, Pneumocystis, Histoplasma,
Aspergillus, Cryptococcus, Mucor, Rhizopus, e Coccidioidomyces (Vandeputte et al., 2011).

O desenvolvimento na pesquisa médica permitiu um melhor controle das doencas
neoplésicas e aumento da sobrevida de pacientes criticos ou aqueles com insuficiéncia do
sistema imunoldgico, porém, este progresso acarretou em um aumento na ocorréncia de
fatores de risco para infec¢des fangicas sistémicas (Morace et al., 2014). Candida spp. € a
mais importante causa de micoses oportunistas em todo o mundo e uma das principais

causas de infec¢do nosocomial, na corrente sanguinea (Pfaller et al., 2007).

2.2.1. InfeccBes Causadas pelo Género Candida e Edipemiologia das Espécies

Leveduras do género Candida spp. residem como micro-organismos comensais na
pele e membranas mucosas (como nos tratos gastrointestinal e genito-urinario) sem causar
danos. Porém, quando seu crescimento € excessivo ou 0s mecanismos de defesa do
hospedeiro encontram-se comprometidos, podem se tornar patdégenos oportunistas e
desenvolver uma infeccdo (candidiase). Mais de 20 espécies deste género estdo associadas a
candidiase, sendo C. albicans a mais comum (Denning, 2003; CDC, 2013).

As infeccBes causadas por Candida spp. podem se manifestar de duas maneiras:
infecgdo superficial, como acontece com as infeccGes cutdneas ou da mucosa; e também
infeccdo invasiva (ou sistémica), onde ha invasdo da Candida sp. em um ou mais 6rgaos
humanos. Quando essa ocorre através da corrente sanguinea é chamada de candidemia e se
varios 6rgdos sdo afetados, a condicdo recebe 0 nome de candidiase disseminada, a qual tem
alto grau e severidade (Flevari et al., 2013).

A candidiase invasiva € uma doenca que estd relacionada a alta morbidade e
mortalidade (Pappas et al. 2003; Morgan et al. 2005). Além disso, estas infec¢Oes estdo
associadas a custos elevados e ao aumento do tempo de permanéncia do paciente no hospital

(Lockhart et al., 2014). Os individuos com maior risco de candidiase invasiva incluem
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pacientes gravemente doentes, pessoas em tratamentos nas Unidades de Terapia Intensiva
(UTISs), neutropénicos com cancer, aqueles submetidos a procedimentos cirdrgicos e recém-
nascidos prematuros (Pfaller et al., 2007).

Infecgbes por Céandida spp. mostram padrbes de incidéncia distintos em todo o
mundo e podem apresentar diferentes caracteristicas epidemioldgicas, variando entre as
regibes. Essa distribuicdo esta associada as condicdes e caracteristicas referentes as
morbidades do paciente (Nucci et al., 2010).

Espécies de Candida s&o a quarta principal causa de infecgdo da corrente sanguinea
(ICS) nosocomial nos Estados Unidos, responsavel por 8% a 10% de todas as ICSs
adquiridas no hospital (Wisplinghoff et al., 2004). Neste pais, 92 a 95% dos casos de
candidiase invasiva sdo causadas por cinco espécies: C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei. 1sso tem permanecido constante ao longo das ultimas
décadas, mudando apenas a proporcao entre elas (Lyon et al., 2010; Pfaller et al., 2010;
Lockhart et al., 2012).

Na década de 80, C. albicans foi o patégeno fungico mais isolado (59,7%); outras
espécies de Candida representavam 18,6% dos isolados nos hospitais dos EUA (Sagué e
Jarvis, 1993). Entretanto, a distribuicdo das espécies comegou a mudar na década de 90, na
qual espécies de Candida ndo-albicans, especialmente C. glabrata, aumentaram a incidéncia
(Pfaller et al., 1998). Em um estudo epidemioldgico realizado entre 2004 e 2007, com 41
hospitais dos EUA, foi relatado 5900 casos de candidiase invasiva. Entre os casos, 44%
foram ocasionados por C. albicans, 25% por C. glabrata, 18% por C. parapsilosis e 9% por
C. tropicalis (Lyon et al., 2010).

Em uma comparacdo longitudinal da vigilancia em Atlanta, observou-se que a
proporcao de infeccBes por C. albicans caiu de 52% (1992) para 41% (2011). No mesmo
periodo, infecgdes por C. glabrata aumentaram de 12% para 27%. Em Baltimore, entre 2000
e 2011, infeccBes por C. albicans diminuiram de 43% para 34%, infec¢bes por C.
parapsilosis aumentaram de 11% para 16% e por C. glabrata subiram de 28% para 31%
(Lockhart, 2014).

Em nosso pais, a Rede Brasileira de Estudos de Candidemia constatou que infecc¢des
por C. albicans representam 40,9% dos casos, seguido de C. tropicalis com 20,9%, C.
parapsilosis com 20,5% e C. glabrata com 4,9% do casos (Colombo et al., 2006). Esta

distribuicdo de espécies foi consistente em diferentes estudos no Brasil (Costa et al., 2000;
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Antunes et al., 2004; Aquino et al., 2005), Argentina (Rodero et al., 1999; Estrella et al.,
2002; Rodero et al., 2005) e Chile (Silva et al., 2004). Porém, estudos mais recentes tém
demonstrado que C. parapsilosis é a Candida ndo-albicans mais prevalente no Brasil.
(Lortholary et al., 2014).

Em um estudo observacional prospectivo, de 2002 a 2003, em quatro centros
terciarios no Brasil, concluiu-se que C. parapsilosis foi responsavel por 23% dos casos. Os
individuos mais propensos a candidemia por essa espécie foram 0s pacientes com cateter
venoso central, dando suporte a teoria de que uma fonte de ligacdo com 0 meio externo é o
principal modo de infec¢do (Brito et al., 2006). Além disso, as méos dos profissionais de
salde sdo importantes vetores na aquisi¢cdo exogena de C. parapsilosis, comensalmente
encontrada na pele humana. Isso representa uma grande ameaca para pacientes internados,
principalmente nos casos em que os protocolos de lavagem das maos sdo infringidos (Trofa
et al., 2008).

Ainda, cabe ressaltar que a taxa de mortalidade difere conforme a espécie que
ocasiona a infec¢do. A menor mortalidade esta associada a C. parapsilosis (10 a 15%) e a
mais alta esta associada a C. tropicalis e C. glabrata (40 a 70%). As outras espécies,
incluindo C. krusei, ttm mortalidade semelhante a C. albicans (20 a 40%) (Krcmery et al.,
2002).

2.3. Terapia antifingica

Mesmo com uma extensa pesquisa para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas, os medicamentos disponiveis para tratar infeccBes flngicas sistémicas sao
limitados. Quatro classes moleculares sao as mais utilizadas: analogos de fluoropirimidina
(ex. flucitosina), polienos (ex. anfotericina B), azo6is (ex. fluconazol, itraconazol,
voriconazol, posaconazol) e equinocandinas (ex. micafungina, anidulafungina). Existem
outras classes que sdo usadas apenas como agentes topicos, devido aos efeitos adversos
quando administrados sistemicamente e também devido a baixa eficacia (Vandeputte et al.,
2011; Izquierdo et al., 2015).

A flucitosina (ou 5-fluorocitosina) € captada na célula flngica pela citosina permease,
onde é desaminada a 5-fluorouracil. Segue numa rota até a formacéao de 5-fluorouridina, que

é incorporado ao RNA, o que interfere na sintese de proteinas no interior da célula fungica.
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Além disso, a trifosfato de 5-fluorouridina (5-FUTP) também pode ser convertida a 5-
fluoro-2’-desoxiuridina-5’-monofosfato, que é potente inibidor da timidilato sintetase,
resultando no comprometimento do DNA (Silva et al., 2012; Brunton, 2012). A flucitosina é
utilizada principalmente para infecgGes ocasionadas por leveduras e costuma ser usada em
combinacdo com outros antifingicos, devido ao répido desenvolvimento da resisténcia
(Silva et al., 2012.)

Os azois ligam e inibem a enzima lanosterol 14-a-desmetilase, a qual é envolvida na
conversdo de lanosterol em ergosterol (componente essencial da membrana fangica). Por
esse motivo, a sintese do ergosterol é interrompida, 0 que altera a estrutura da membrana e
suas funcBes e assim, consequentemente, o crescimento fungico é inibido (Kanafani e
Perfect, 2008; Pfaller, 2012). Fluconazol é o farmaco desta classe mais amplamente
utilizado para infecgdes sistémicas por Céandida spp., principalmente em paises
subdesenvolvidos, entretanto, problemas relacionados a resisténcia intrinseca de C. glabrata
e C. krusei sdo altamente preocupantes. C. parapsilosis e C. tropicalis geralmente sdo
suscetiveis a esta classe. Os novos derivados azolicos, como voriconazol, sdo bastante
eficazes, mas apresentam alto custo (Denning e Hope, 2010).

As equinocandinas inibem a enzima f-1,3-D-glucana sintase, desta maneira perturba
a biossintese de $-1,3-D-glucana, um componente chave da parede celular flngica. Assim,
ha formacdo de um defeito na parede celular associado a instabilidade osmotica e lise celular
(Perlin, 2007; Pfaller, 2012). S&o antifungicos bastante utilizados para candidiases invasivas
e sdo usados com seguranca em pacientes com insuficiéncia renal e hepéatica, mas com o
tempo também pode ocorrer resisténcia fangica (Lockhart et al., 2014).

A anfotericina B interage com o ergosterol da membrana fungica, levando a
formacdo de poros transmembranares. Estes poros alteram a permeabilidade celular,
permitindo, portanto, o escape de pequenos ions e metabolitos (principalmente ions
potéssio), resultando em morte celular (Bolard et al., 1993). Anfotericina B é o tratamento
de escolha para diversas doencas invasivas fungicas, incluindo infec¢Bes por C. glabrata e
C. krusei, porém apresenta serios problemas de toxicidade, devido & semelhanca entre o
ergosterol da célula fungica e o colesterol das células de mamiferos (Denning e Hope, 2010;
Flevari et al., 2013).

Os micro-organismos desenvolvem mecanismos para combater o efeitos fungicidas

e/ou fungistaticos de todas as classes de antifungicos e esses baseiam-se em: reduzir a



acumulacdo do farmaco no interior da célula fangica, diminuir a afinidade da substancia
pelo seu alvo e alteracGes do metabolismo para contrabalancar o efeito da substancia sobre a
célula (Vandeputte et al., 2011).

2.4.  Resisténcia aos Antifangicos

Os tratamentos antifingicos sdo usados em infecgdes ja instaladas, mas, em muitos
casos, também sdo usados na profilaxia. No tratamento profilatico as doses medicamentosas
s80 menores e a exposicdo frequente a concentragbes subinibitorias dos farmacos pode
desencadear resisténcia a algumas terapias, Vvisto que 0S micro-organismos podem
desenvolver estratégias de adaptacdo. Além disso, o uso indiscriminado de antifungicos e
um tratamento inadequado podem selecionar cepas resistentes através de pressao seletiva,
contribuindo assim para a emergéncia de micro-organismos com menor suscetibilidade
(Izquierdo et al., 2015). Portanto, a resisténcia emergiu de duas maneiras principais: a
selecdo de micro-organismos intrinsecamente resistentes (resisténcia primaria ou intrinseca),
ou seja, sem contato prévio com a substancia, e o desenvolvimento da resisténcia em
resposta a exposicdo a um agente antimicrobiano (resisténcia secundéria, adquirida ou
extrinseca) (lzquierdo et al., 2015; Kanafani e Perfect, 2008). Cabe destacar aqui, que se
compararmos com a resisténcia em bactérias, a resisténcia adquirida em Candida é um
evento diferente, pois 0os mecanismos de resisténcia ndo sdo transferidos através de
plasmideos entre as células de leveduras. Dessa maneira, a resisténcia adquirida se
desenvolve em cada isolado durante a exposi¢do ao antifungico (Arendrup, 2013).

Além disso, dois conceitos especificos sdo extremamente importantes quando se
estuda resisténcia: resisténcia clinica e resisténcia microbioldgica.

Define-se como resisténcia clinica a incapacidade do agente antifingico em erradicar
uma infec¢do flngica, mesmo que este tenha atividade in vitro contra o organismo. Ou seja,
é quando um agente antimicrobiano esta associado a uma alta probabilidade de falha, pois o
agente patogénico é inibido por uma concentracdo antimicrobiana que € maior do que
poderia ser conseguida com esquemas de dosagem de seguranca (Kanafani e Perfect, 2008;
Pfaller, 2012). Estas falhas podem ser atribuidas a uma combinag&o de fatores relacionadas
com o hospedeiro e com o agente antifingico, como também podem estar relacionadas ao

agente patogénico. Nem sempre poderdo ser previstas e, por isso, a individualizacdo de
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estratégias de tratamento é importante, com a realizacdo de uma avaliacdo da situacdo
clinica do paciente (Kanafani e Perfect, 2008).

A resisténcia microbioldgica define-se nos casos em que ndo ha suscetibilidade de
um fungo a um agente antifungico por testes de suscetibilidade in vitro, nos quais a
concentracdo inibitéria minima (CIM) da substancia testada ultrapassa o ponto critico de
suscetibilidade definido para aquele micro-organismo (Kanafani e Perfect, 2008).

A falha do tratamento e o desenvolvimento da resisténcia tém causas multifatoriais,
que podem estar relacionadas ao hospedeiro, ao farmaco e ao fungo. Quando relacionada ao
hospedeiro sdo importantes: o estado imunoldgico, o local e a gravidade da infeccdo, se hé a
presenca de corpos estranhos ou dispositivos invasivos (como por exemplo, cateteres), a
formacdo de abscessos, a adesdo ao tratamento e o correto uso do medicamento. Quando
relacionado ao farmaco considera-se: a atividade fungistatica ou fungicida, a dosagem, a
farmacocinética e as interacdes medicamentosas. No que se refere ao fungo destaca-se:
organizacdo celular (leveduras ou hifas), o fenotipo, o gendtipo, a estabilidade genémica, a
carga microbiana e a formacéo de biofilme (Murray et al., 2008).

Como exemplo de resisténcia podemos citar a espécie C. krusei, a qual é considerada
intrinsecamente resistente ao fluconazol. A resisténcia extrinseca geralmente é dependente
da expresséo de gene alterado e, neste grupo, encontra-se o desenvolvimento de resisténcia
ao fluconazol por C. albicans (Marichal et al., 1999; Kanafani e Perfect, 2008). Alguns
isolados de C. glabrata podem ser intermediariamente resistentes a todos 0s azdis e cerca de
20% dos isolados desenvolvem resisténcia durante a terapia ou profilaxia com fluconazol
(Rex et al., 1995). Além disso, relatérios adicionais de centros médicos nos EUA e na
Dinamarca documentaram a presenca de cepas de C. glabrata multirresistentes, ou seja, com
resisténcia a duas ou mais classes de agentes antifungicos. Indica-se, com isso, um sinal de
alerta quanto a real eficacia dos agentes antiflngicos disponiveis (Dodgson et al., 2005;
Madsen et al., 2006; Kofteridis et al., 2010).

A caspofungina tem uma ac¢do antifungica potente e tem mostrado ser tdo eficaz e
menos toxica que a anfotericina B no tratamento de candidiase invasiva (Duarte et al.,
2002). Porém, existem estudos mostrando que ha isolados com resisténcia as
equinocandinas. A resisténcia a esta classe é mais frequentemente encontrada em C.
glabrata, mesmo esta espécie sendo menos frequente que C. albicans (Dannaoui et al.,

2012; Matsumoto et al., 2014). O porqué deste fato ainda nao foi totalmente compreendido,
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entretanto, pode ser devido a um maior potencial de C. glabrata desenvolver mutagdes que
geram resisténcia; ou devido aos pacientes com infeccbes por esse micro-organismo
receberem frequentemente terapia prolongada de equinocandinas (em fungdo da baixa
suscetibilidade ao fluconazol) (Arendrup e Perlin, 2014). A resisténcia em C. glabrata esta
aumentando e isto foi recentemente documentado em uma pesquisa, no Hospital da
Universidade de Duke, onde a taxa de resisténcia as equinocandinas aumentou de 4,9% para
12,3% entre 2001 e 2010 (Alexander et al., 2013). Uma tendéncia semelhante foi observada
em uma pesquisa de fungemia a nivel nacional na Dinamarca. Nesse pais, entre 2008 e
2009, 0,9% dos isolados de C. glabrata proveniente de infecgdes na corrente sanguinea
eram resistentes as equinocandinas, ja entre 2010 e 2011 subiu para 1,2%, e entre 2012 e
2013, 3,1% foram resistentes (Arendrup, observacgdes ndo publicadas, 2014).

H& também relatos de infeccbes com C. parapsilosis em que o paciente apresentou
resisténcia ao tratamento com anfotericina B (Tunkel et al., 1993; Yalaz et al., 2006).
Também ha estudos relatando a resisténcia in vitro de C. parapsilosis a esse antiflngico, a
uma taxa de 2 a 3% (Zeichner et al., 2003). Além disso, C. parapsilosis demonstrou
resisténcia ao voriconazol, onde observou-se 1,9% de isolados resistentes em 9.371 que
foram analisados (Pfaller et al., 2010). Apesar das taxas de resisténcia apresentadas nao
serem valores tdo expressivos, indica-se um sinal de alerta.

Embora hoje em dia menos frequentemente utilizada, a flucitosina pode ser
administrada em combinacdo com anfotericina B ou azdis, especialmente referente a
meningite por Candida sp. (Smego et al., 1984). A monoterapia € contraindicada, devido ao
alto risco de desenvolvimento de resisténcia, principalmente em administracdo prolongada,
como na endocardite (Hoeprich et al., 1974).

O diagnostico precoce e correto das infeccbes fungicas é de fundamental
importancia, além de ter um controle apropriado da fonte infecciosa e também o tratamento
antifungico adequado (DAi et al., 2016).

Atualmente, existem dois métodos de referéncia para testes de suscetibilidade
antifangica in vitro para Candida spp. Os métodos foram desenvolvidos por duas
instituicdes: Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e a AFST Subcommittee of
the European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), sendo
continuamente atualizados (Morace et al., 2014; CLSI, 2008; EUCAST, 2008). Melhorias

na capacidade dos métodos de ensaio para detectar a suscetibilidade antifungica e padrdes de
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resisténcia, juntamente com caracterizagdo molecular de mecanismos de resisténcia, séo
Uteis para otimizar a eficacia da terapia antifngica. Pesquisas e dados epidemiologicos
locais e regionais podem ser utilizados para desenvolver estratégias de tratamento empirico
e sdo essenciais para acompanhar as tendéncias de resisténcia (Pfaller, 2012).

Mesmo com as opcdes atuais de tratamento, as taxas de mortalidade devido a
infeccbes fungicas invasivas podem chegar a 50-90%, dependendo do patégeno e da
populacdo de pacientes (Pfaller e Diekema, 2007; Finkel e Mitchell, 2011). Isso nos mostra
a necessidade de novas estratégias de tratamento e desenvolvimento de novos farmacos.
Novas classes de antimicrobianos com diferentes estruturas quimicas, com novos
mecanismos de acdo e que apresentem boa biodisponibilidade e bom perfil de seguranca sdo
focos importantes de pesquisas.

A natureza eucariética comum de células fungicas e células humanas torna dificil
identificar uma rota metabdlica especifica ou alvos fungicos apropriados para
antimicrobianos e, concomitante a isso, conseguir controlar a toxicidade para o hospedeiro.
Isso acaba restringindo o numero de agentes antifingicos que sejam seguros e eficazes. O
papel fisiologico fundamental e a diferente composicdo de esterdis (colesterol: seres
humanos; ergosterol: fungos) presentes na membrana celular, faz com que a membrana
citoplasmatica dos fungos se torne um alvo adequado para a acdo desses agentes, com um
indice terapéutico bom. Além disso, a parede celular também representa um alvo muito
interessante, uma vez que células humanas ndo apresentam essa estrutura. Equinocandinas
sdo exemplos de antifingicos que agem na parede celular em nivel metabélico (Morace et
al., 2014). Novos antimicrobianos devem ser desenvolvidos seguindo este raciocinio.

2.5. Carboidratos

Os carboidratos sdo substancias naturais que representam uma fonte incalculavel de
novos compostos bioativos, que podem ser usados da forma que sdo encontrados na natureza
ou podem ser modificados quimicamente, com o objetivo de melhorar suas caracteristicas,
tais como poténcia, propriedades fisico-quimicas e toxicidade (De Souza et al., 2016).

Encontrados naturalmente em diversos processos bioldgicos, os glicosideos séo
biologicamente muito importantes. Eles sdo constituidos primordialmente de carboidratos de

tamanho e complexidade variada, podendo conter uma porcao ndo carboidrato, entretanto, €
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a porcao carboidrato que tem, geralmente, papel principal nos fenémenos bioldgicos. Dessa
forma, os carboidratos, contendo grupos hidroxilas, tém sido largamente utilizados no
desenvolvimento de novos medicamentos com a finalidade de melhorar a solubilidade em
agua e aumentar a interacdo destes com os receptores alvos, numa tentativa de mimetizar
e/ou aumentar a eficiéncia da ligacdo natural do carboidrato com o alvo biolégico (Leoneti
et al., 2010, Crucho et al., 2015, Petrova et al., 2015).

H& mais de 100 anos os carboidratos tém sido importantes e o estudo sobre suas
atividades bioldgicas tem crescido de forma surpreendente, principalmente ao que se refere a
suas aplicacbes a nivel bioldgico (Nogueira et al., 2009). As respostas bioldgicas por
carboidratos tiveram um de seus trabalhos pioneiros publicados em 1958, onde foi
demonstrada uma atividade antitumoral promovida por polissacarideos da parede celular de
Saccharomyces cerevisae (Bradner et al., 1958). Desde entdo inUmeros trabalhos
envolvendo suas atividades biologicas ja foram realizados (Mellinger, 2006).

Alguns ésteres graxos de sacarose, de maltose e de maltotriose (Figura 1) foram
preparados e testados como inibidores de glicosiltransferases de Streptococcus sobrinus. As
glicosiltransferases sintetizam polissacarideos a partir da sacarose, 0 que permite a
colonizacgdo na superficie dos dentes. Estes compostos apresentaram grande capacidade de
inibir o crescimento de Streptococcus sobrinus, com grande potencial de inclusdo em
produtos de higiene oral para o combate da placa bacteriana e prevencdo de caries
(Devulapalle et al., 2004).
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Figura 1. Estruturas dos ésteres graxos de sacarose, de maltose e de maltotriose.
Fonte: (Devulapalle et al., 2004)

Em relacdo ao uso em infeccBes virais, foi relatada a sintese de varios 1-benzil-1H-

1,2,3-triazéis ligados a diferentes carboidratos (conforme Figura 2). Foi realizada a analise

in vitro de seus perfis como inibidores da transcriptase reversa do HIV-1, e estes foram

comparados a compostos antivirais classicos. Os resultados mostraram que algumas das

substancias testadas foram consideravelmente ativas, inibindo a enzima transcriptase reversa

do HIV-1, com menor citotoxicidade do que a zidovudina (AZT). Estes foram, entéo,

apontados como compostos importantes para a geracdo de novos antirretrovirais (Da Silva et
al., 2009).
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Figura 2. Estruturas das moléculas 1-benzil-1H-1,2,3-triaz6is ligadas a diferentes

carboidratos.
Fonte: (Da Silva et al., 2009)

Também ja foi verificado a atividade antiproliferativa e mecanismo de agdo de

derivados de &cidos graxos da arabinofuranosilcitosina (Figura 3) frente a leucemia e células

tumorais sélidas. O derivado arabinofuranosilcitosina com um acido graxo com uma cadeia

de 18 carbonos e apenas uma ligacdo dupla, denominado CP-4055, mostrou-se bastante

ativo (Bergman et al., 2004).
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Figura 3. Arabinofuranosilcitosina e seus derivados de &cidos graxos.
Fonte: (Bergman et al., 2004)

Poucos estudos com derivados de carboidratos visando a atividade antifingica foram
realizados até o presente momento. Alguns casos relevantes foram relatados a seguir.

Em um estudo de Petrova e colaboradores, foi avaliada uma quimioteca de 1-
(1,2,3,3',4,4',6-hepta-O-acetil-6"-desoxi-sucros-6'-il)-1,2,3-triazéis (Figura 4). A escolha da
sacarose como carboidrato justificou-se pelo custo relativamente baixo e por ser
biodegradavel e biocompativel. Entre as substancias avaliadas, destacou-se a substancia 1-
(1',2,3,3",4,4' 6-hepta-O-acetil-6"-desoxi-sucros-6'-il)-4-(4-bromofenil)-1,2,3-triazol que
apresentou atividade antifungica com faixa de CIM de 0,6 a 4,8 uM. Além disso, essa
substancia apresentou inibicdo de 50% do crescimento celular (Glsp) maior que 500 uM para
cultura de células de figado demonstrando baixa toxicidade para células normais (Petrova et
al., 2015).
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Figura 4. Estruturas da quimioteca de 1-(1',2,3,3',4,4',6-hepta-O-acetil-6"-desoxi-sucros-6'-
il)-1,2,3-triazéis.
Fonte: (Petrova et al., 2015)

Glicosidases sdo um amplo e heterogéneo grupo de enzimas envolvidas no
metabolismo dos carboidratos, capazes de hidrolisar ligacdes glicosidicas, sendo vitais para
células eucariotas devido a sua importancia para a formacdo das glicoproteinas e
glicolipideos. Portanto, enzimas dessa familia com especificidade para fungos sdo alvos
terapéuticos importantes a serem estudados. Em um estudo foi testado um heterociclo 1,2,3-
triazol 1,4,5-trissubstituido conjugado com um a cinco residuos de carboidratos. Essas
moléculas mostram-se promissoras como inibidoras de glicosidases, uma delas foi a
substéancia 4,5-di-hidroximetil-1-(metil-4,6-didesoxi-a-D-glicopiranosid-4-il)-1H-1,2,3-
triazol (mostrada na Figura 5), a qual foi ativa para a-glicosidase e isomaltase de levedura,
com constante de inibicdo (K;) de 73 e 1925 uM, respectivamente, as substancias 1-[4,6-
didesoxi-a-D-glicopiranosil-(1->4)-a-D-glicopiranosil-(1->4)-D-glicopiranos-4C-il]-5-[a-
D-glicopiranosil-(1->4)-4-D-glicopiranosiloximetil]-4-hidroximetil-1H-1,2,3-triazol e 1-
[(4,6-didesoxi-a-D-glicopiranosil-(1->4)-a-D-glicopiranosil-(1->4)-D-glicopiranos-4C-il)]-
4-[a-D-glicopiranosil-(1->4)-a-D-glicopiranosiloximetil]-5-hidroximetil-1H-1,2,3-triazol
apresentaram K; de 1158 e 1416 UM respectivamente para a-glicosidade de levedura, j& a
substéancia 1-[4,6-didesoxi-a-D-glicopiranosil-(1->4)-a-D-glicopiranosil-(1->4)-D-
glicopiranos-4c-il]-4-hidroximetil-5-[a-D-glicopiranosil-(1->4)-a-D-glicopiranosiloximetil ]-
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1H-1,2,3-triazol foi ativa para isomaltase de levedura, com K; de 1028 uM (Henrissat, 1991;
Périon et al., 2005; Harnpicharnchai et al., 2009; Carvalho, 2010).

R* R? R?

OMe H H

Figura 5. Estrutura 4,5-di-hidroximetil-1-(metil-4,6-didesoxi-a-D-glicopiranosid-4-il)-1H-
1,2,3-triazol, ativa para a-glicosidase e isomaltase de levedura.
Fonte: (Périon et al., 2005)

Em um trabalho testou-se a atividade antimicrobiana de 14 derivados N- e S-S-D-
glicosidicos conjugados com 1,2,4-triazois (Figura 6 e Figura 7). Entre eles os derivados 2-
(2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-glicopiranosil)-4-amino-5-(piridin-3-il)-2,4-di-hidro-[1,2,4]-
triazol-3-tiona, o 3-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-4-D-glicopiranosil-1-tio)-4-amino-5-(piridin-3-il)-
4H-[1,2,4]-triazol, 0 2- (2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-glicopiranosil)-4-(4-
metoxibenzilideneamino)-5-(piridin-3-il)-2,4-di-hidro-[1,2,4]-triazol-3-tiona, o 3-(2,3,4,6-
tetra-O-acetil-f#-D-glicopiranosil-1-tio)-4-benzilidenoamino-5-(piridin-3-il)-4H-[1,2,4]-
triazol, o 2-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-5-D-glicopiranosil)-5-(piridin-3-il)-2,4-di-hidro-[1,2,4]-
triazol-3-tiona e  2-f-D-glicopiranosil-5-(piridin-3-il)-2,4-di-hidro-[1,2,4]-triazol-3-tiona
mostraram atividade inibitéria contra C. albicans, nas concentragdes de 1 mg/mL, 2,5

mg/mL e 5 mg/mL, mostrando-se promissores (Khalil, 2006).
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Figura 6. Derivados N- e S-B-D-glicosidicos conjugados com 1,2,4-triaz0is de 1 a 10.

Fonte: (Khalil, 2006)
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Figura 7. Derivados N- e S-B-D-glicosidicos conjugados com 1,2,4-triazéis de 11 a 16.

Fonte: (Khalil, 2006)
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O dleo essencial de cravo é usado ha muito tempo e suas atividades bioldgicas,

grande parte atribuidas ao principal componente, que é o eugenol, tem sido validadas; entre
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elas esta a atividade antimicrobiana (Yadav et al., 2015; De Souza et al., 2016). Glicosidios
de eugenol juntamente com glicosidios de eugenol peracetilados foram sintetizados e
testados contra Candida sp. Uma das substancias testadas, a 4-alil-2-metoxifenil-(4’,6’-O-
benzil-p-D-glicopiranosideo) (Figura 8), mostrou-se mais ativa que o fluconazol contra C.
glabrata. Todos os derivados foram menos citotoxicos que o eugenol, sugerindo que a
glicosilacdo é eficaz em reduzir a toxicidade para células eucariéticas (Souza et al., 2014;
De Souza et al.,, 2016). A partir de um composto derivado de eugenol tetra-acetil-
glicosidico, testado anteriormente pelo mesmo grupo e que se mostrou promissor, outros
derivados de eugenol glicosilados foram sintetizados, na busca por compostos mais potentes,
menos toxicos, com melhor solubilidade e com o log P préximo ao ideal (menor que 5,0;
Lipinski, 2001) para administracdo por via oral ou outras vias. O derivado 4-alil-2-
metoxifenil-(4',6'-O-benzil-4-D-glicopiranosideo) se mostrou menos eficaz que o eugenol
tetra-acetil-glicosidico, mas mais potente que o fluconazol para C. glabrata e com baixa
citotoxicidade (De Souza et al., 2016).

y \; KL@/ o
T N

"x:_h
5
Figura 8. Estrutura 4-alil-2-metoxifenil-(4’,6’-O-benzil-B-D-glicopiranosideo).
Fonte: (De Souza et al., 2016)

Tiocarbamatos glicosilados tiveram sua atividade antifungica determinada para
fungos patogénicos de plantas: Fusarium graminearum, Rhizoctoria cerealis e
Colletotrichum orbiculare, em concentracdo de 500 pg/mL. Alguns apresentaram fraca
atividade ou uma atividade um pouco mais pronunciada, com porcentagens de inibicdo que
variaram de 13,8-46,6% para F. graminearum, 0-58,3% para R. cerealis e 12,0-48,3% para
C. orbiculare. O interessante deste estudo foi a possivel correlacdo entre a estrutura e a
atividade bioldgica. O numero de atomos de carbono do alcool graxo usado para sintetizar
0s grupos tiocarbamatos de algumas das moléculas testadas foi determinante. Os compostos
que possuiam atomos de carbono impares tém atividade antifingica mais forte do que os

compostos com atomos de carbono de numero par. Também se constatou que a atividade
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antifungica de bis-tiocarbamatos é um pouco mais forte do que dos mono-tiocarbamatos
(Zhou et al.,2009).

Estudos também mostram que N-alquil-g-D-glicosilaminas (conforme figura 9)
apresentam atividade antifungica contra fungos de madeira, Coriolus versicolor e Poria
placenta, com concentracdes ativas variando de 2,5x10° a 1,5x10™ mol/mL e 2,5x10° a
7,5x10™ mol/mL, respectivamente. O substituinte amino facilita a interacdo com o micro-
organismo, aumenta a solubilidade em &gua e aumenta a atividade bioldgica, além de
possuirem baixa toxicidade (Muhizi et al., 2002; Walczewska et al., 2015; Lingome et al.,
2014). Esta classe de derivados possui mais de um mecanismo de acéo atribuido. Entretanto,
muitos trabalhos os destacam como bons inibidores de glicosidases (Greenberg et al., 1990;
Muhizi et al., 2008).

OH OH
<0 R! <o R
Hg;\/ﬂh + NH —— HDHD' NHRE
OH OH  p2 OH

R'and RZ = -H or -alkyl

R: R:

H H

H Ethy
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H 2-Hydroocyethy
2-Hydrowyethy 2-Hydronyethy

Figura 9. Estrutura base N-alquil-B-D-glicosilamina com seus substituintes.
Fonte: (Muhizi et al., 2008)

Estes derivados ainda possuem a vantagem de serem facilmente sintetizados a partir
de recursos renovaveis, como os agucares (Nihei et al., 2003; Mubhizi et al., 2008).
Sulfonamidas, ja conhecidas por suas atividades bioldgicas, constituem um grupo de

compostos que sdo utilizados como agentes antibacterianos (derivados Sulfanilamida),
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antidiabéticos (Tolbutamida), diuréticos (Furosemida), analgésico (Celecoxibe) e anti-
inflamatério  (Sulfassalazina) (Poreba et al.,, 2015). A bioatividade de N-
glicosilssulfonamidas também vem se destacando. Derivados de carboidratos contendo
sulfonamidas apresentaram atividade antitumoral importante. A acdo in vitro contra
linhagem de células de carcinoma hepatocelular (HepG2) e adenocarcinoma de pulméo
(A549) foi demonstrada, e observou-se que 2-acetil-D-eritro-hex-2-enopiranosil sulfonamida
(Figura 10) apresentou maior poténcia. Outras atividades como anti-infecciosa, tém sido

estudadas, entretanto os trabalhos encontrados sdo escassos (Crespo et al., 2010).
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Figura 10. Estrutura 2-acetil-D-eritro-hex-2-enopiranosil sulfonamida.
Fonte: (Crespo et al., 2010)

Novos farmacos, com mecanismos de acdo diferentes dos ja existentes e com menor
toxicidade sdo importantes para combater infecgdes fingicas, as quais estdo sendo bastante
prevalentes. Baseado nestes critérios e em estudos prévios demonstrados na literatura,
substancias contendo carboidratos podem apresentar um bom potencial para o0
desenvolvimento de novos agentes antifingicos. Deste modo, a triagem de uma quimioteca
de derivados de carboidratos do Prof. Dr. Ricardo José Alves da UFMG, pode ser

interessante na busca por novos hits.
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3. Objetivo Geral

Avaliar a atividade antifungica de derivados de carboidratos frente a espécies de
Candida.

3.1. Objetivos Especificos

o Avaliar a atividade de seis derivados de N-acetilglicosamina substituidos em
diferentes posicdes frente a isolados de C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e
C. tropicalis;

o Avaliar a atividade de quatro sulfonamidas: de N-acetilglicosamina e de
glicose frente a C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis;

o Determinar a Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM) das substancias ativas.
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4, Materiais e métodos

4.1. Obtencao dos Carboidratos

Para a realizagdo deste estudo foram utilizadas duas classes distintas de carboidratos:
derivados N-acetilglicosamina substituidos em diferentes posicGes (Tabela 1) e sulfonamidas
de N-acetilglicosamina e de glicose (Tabela 2). Os derivados pertencem a quimioteca do
Laboratério de Quimica Farmacéutica (Faculdade de Farmécia, UFMG) e foram gentilmente
cedidos pelo Prof. Ricardo José Alves para o Laboratério do Grupo de Pesquisa em
Micologia Aplicada (Faculdade de Farmacia, UFRGS).

4.2.  Selecdo dos Micro-Organismos

Para a realizacdo do estudo, foram selecionados: um isolado de C. albicans (ATCC
18804), dois isolados de C. glabrata (CG RL12m, CG 09), dois isolados de C. parapsilosis
(CP RL33, CP RLA47), dois isolados de C. krusei (CK 01, ATCC 6258) e um isolado de C.
tropicalis (CT 72A). Todos os isolados foram identificados fenotipicamente através do
sistema automatizado Vitek Yeast Biochemical Card (BioMerieuxVitek,. Hazelwood, Mo.).
Séo isolados originados de cateter, urina, candidiase oral, ou sdo provenientes do Programa
Nacional de Controle de Qualidade. Todos pertencem a colecdo de fungos (micoteca) do
Laboratério de Pesquisa em Micologia Aplicada da UFRGS. Os isolados sdo armazenados
em geladeira e cultivados em agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (SDA; Himedia),

acrescidos de 6leo mineral em sua superficie.

4.3.  Preparo das Solugdes Teste Contendo os Derivados de Carboidratos

As moléculas foram pesadas, dissolvidas com 2% de dimetilsulfoxido (DMSO) e
diluidas em caldo Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, tamponado com &cido
morfolinopropano sulfénico (MOPS) e pH 7,0. Para o screening antifingico, as moléculas
foram diluidas na concentracdo de 256 pg/mL e para a determinacdo da concentragédo

inibitéria minima elas foram diluidas a 1024 pg/mL.



Tabela 1. Derivados de N-acetilglicosamina
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Substancia Formula Estrutural

Massa Molar / g.mol™
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Tabela 2. Sulfonamidas de N-acetilglicosamina e sulfonamidas de glicose

Substancia Formula Estrutural Massa Molar / g.mol™
OAcC
7 &/ 537,54
o)
AcO H
AcO N—
OAcC // \\\\O
0
OAc
8 536,55
o)
AcO H
AcO N—¢
NHAC // \o
o)
OH
o)
HO H
HO N—¢
OH // \O
o)
OH
10 &/ 410,44
o)
HO H
HO N—
NHAC // \\\\o
o)

4.4. Teste de Suscetibilidade

Primeiramente, um screening antifungico foi realizado utilizando uma concentragdo
fixa de 128 pg/mL dos derivados da N-acetilglicosamina e N-glicosilssulfonamidas frente a
espécies de Candida. Nos casos em que se verificaram atividade antifangica (inibicao total

ou parcial do fungo) no screening, foram realizados testes de microdiluicdo em caldo para
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determinacdo das CIMs. A técnica da microdiluicdo em caldo foi realizada de acordo com as
normas de padronizacdo publicadas no documento M27-A3 do Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2008).

4.4.1. Preparo do In6culo

Os isolados foram cultivados em SDA e incubados a 35 °C por 24 h. Apos, as células
foram suspensas em solucdo salina 0,9% estéril e ajustadas em espectrofotbmetro em
comprimento de onda de 530 nm, para se obter transmitancia equivalente ao tubo 0,5 na
escala de McFarland (1x10° a 5x10° células/mL), ou seja, 90% de transmitancia. Entdo, a
partir desta suspensdo, foi realizada uma diluicdo 1:50 em salina estéril e a seguir uma
diluicdo 1:20 em caldo RPMI 1640, resultando em concentracdo 0,5 a 2,5x10° céls/mL
(CLSI, M27-A3, 2008).

4.4.2. Microdiluicdo em Caldo

A microdiluicdo em caldo foi realizada em microplacas de poliestireno estéreis de 96
pocos (dispostos em 12 colunas e 8 linhas). As solugdes preparadas contendo as moléculas
estavam duas vezes mais concentradas (1024 pug/mL) e foram depositadas huma quantidade
de 200 pL, na primeira coluna da microplaca e microdiluicdes seriadas em caldo RPMI
1640 foram realizadas até a décima coluna, totalizando 100 pL de 10 concentracdes teste
para cada molécula. Cada inéculo fungico foi depositado nos pogos ja contendo igual
volume da respectiva solucdo teste, em volume de 100 pL. Na 112 coluna foi feito o controle
de crescimento fungico, ou seja, foi adicionado apenas meio de cultura RPMI 1640 e
indculo fangico; na 122 coluna foi pipetado apenas meio RPMI 1640, servindo como
controle de esterilidade do ensaio. Controle com DMSO 2% j& havia sido feito em
experimentos anteriores com os isolados clinicos aqui estudados. Os testes foram realizados
em triplicatas (trés linhas de pocos) e as microplacas incubadas a 35 °C por 24 horas, para
posterior leitura e determinacdo da CIM. A leitura foi realizada visualmente. A faixa de
concentragéo teste das moléculas em solugéo foi 512 pg/mL a 1 pg/mL.
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4.4.3. Leiturae Interpretacdo dos Resultados

A leitura para determinar a CIM foi realizada visualmente. A CIM dos derivados de
carboidratos foi considerada como a menor concentracdo na qual houve inibigéo total do
crescimento fangico em 24 horas. A CIM capaz de inibir 50% do crescimento fungico
também foi determinada, comparando-se ao controle de crescimento (controle sem

tratamento).
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5. Resultados e Discussao

As dez substancias foram testadas em um screening e a partir dos resultados, as
moléculas que se mostraram ativas tiveram suas ClIMs determinadas.

Em nosso trabalho, dos seis derivados da N-acetilglicosamina substituidos em
diferentes posicdes testados no screening, apenas uma molécula da série (substancia 1)

mostrou-se ativa, inibindo dois dos isolados testados, conforme mostrado na tabela 3.

Tabela 3. Screening da atividade antifingica de derivados da N-acetilglicosamina

substituidos em diferentes posicdes frente a espécies de Candida.

Derivados da N-acetilglicosamina

Isolados
1 2 3 4 5 6

CG RL12m A NA NA NA NA NA
CG 09 NA NA NA NA NA NA
CT 72A NA NA NA NA NA NA
CP RL33 A NA NA NA NA NA
CP RL47 NA NA NA NA NA NA
CKO01 NA NA NA NA NA NA
CK ATCC 6258 NA NA NA NA NA NA
CA ATCC 18804 NA NA NA NA NA NA

NA: ndo ativa (sem capacidade de inibir o crescimento flngico na concentragdo de 128 pg/mL); A: ativa
(apresentou capacidade de inibir o crescimento fingico na concentracdo de 128 pg/mL); CG: Candida glabrata;

CT: Candida tropicalis; CP: Candida parapsilosis; CK: Candida krusei; CA: Candida albicans.

Da mesma forma, das quatro sulfonamidas de N-acetilglicosamina e de glicose
testados no screening, apenas uma molécula da série (substdncia 7) mostrou-se ativa,

inibindo um dos isolados testados, conforme mostrado na tabela 4.
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Tabela 4. Screening da atividade antifungica de sulfonamidas de N-acetilglicosamina e de

glicose frente a espécies de Candida.

Sulfonamidas de N-acetilglicosamina e de glicose

Isolados

7 8 9 10
CG RL12m NA NA NA NA
CG09 NA NA NA NA
CT 72A NA NA NA NA
CP RL33 A NA NA NA
CP RL47 NA NA NA NA
CKo01 NA NA NA NA
CK ATCC 6258 NA NA NA NA
CA ATCC18804 NA NA NA NA

NA: ndo ativa (sem capacidade de inibir o crescimento flngico na concentracdo de 128 pg/mL), A: ativa
(apresentou capacidade de inibir o crescimento flngico na concentragcdo de 128 pg/mL); CG: Candida

glabrata; CT: Candida tropicalis; CP: Candida parapsilosis; CK: Candida krusei; CA: Candida albicans.

As CIMs destas moléculas foram determinadas e os valores estdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5. Concentragdes inibitorias minimas (CIMs) das substancias ativas (1 e 7) obtidas para 100% e
50% de inibicdo fungica em 24 horas.

Substancia 1 Substancia 7
Isolados 50% Inibicdo 100% Inibicéo 50% inibicdo 100% inibicao
CIM CIM CIM CIM CIM CIM CIM CIM
(ng/mL) (umol/mL) (ng/mL) (umol/mL)  (pg/mL)  (umol/mL)  (pg/mL) (umol/mL)
CGRL12m <128e>64 <0,414e>0,207 128 0,414 > 512 >0,953 >512 > 0,953
CP RL33 128 0,414 256 0,828 32 0,06 > 512 > 0,953

CG: Candida glabrata; CT: Candida tropicalis; CP: Candida parapsilosis; CK: Candida krusei; CA: Candida albicans.

Apesar da substancia 1 ter inibido apenas dois isolados e a substancia 7 apenas um
isolado, estes resultados tem importante valor, uma vez que o isolado CG RL12m é
resistente ao fluconazol, itraconazol e cetoconazol; e CP RL33 é resistente ao miconazol e
apresentou sensibilidade dose dependente ao itraconazol, conforme é apresentado na Tabela
6. A resisténcia ao fluconazol e itraconazol foi definida de acordo com M27-S4 (CLSI,
2012) e M27-A3 (CLSI, 2008); a resisténcia ao cetoconazol foi definida conforme



32

Bremenkamp et al. (2011) e a resisténcia ao miconazol foi definida conforme Isham &
Ghannoum (2010). Esses farmacos sdo amplamente utilizados no tratamento de infecgdes

causadas por Candida e isto, possivelmente, representaria falha na terapia.

Tabela 6. Concentragdes inibitorias minimas (CIMs) de antifungicos azoélicos.

CIM (ug/mL)
Isolados
Fluconazol Itraconazol Cetoconazol Miconazol
CG RL12m 64 (R) 1(R) >8(R) 0,5(S)
CP RL33 1(S) 0,25 (SDD) 0,03125 (S) > 8 (R)

CG: Candida glabrata; CT: Candida tropicalis; CP: Candida parapsilosis; CK: Candida krusei; CA: Candida

albicans; R: resistente; S: sensivel; SDD: sensivel dose dependente.

Outros estudos também mostram que derivados de glicosaminas apresentam
atividade antifngica contra fungos patogénicos, como C. tropicalis, C. albicans e
Aspergillus niger, apresentando CIMs de 0,5 a 128 pg/mL, 2,0 a 128 pg/mL e 8,0 a 256
ug/mL, respectivamente (Walczewska et al., 2015).

Além disso, glicosilaminas também apresentaram atividade contra fungos de madeira
- Coriolus versicolor e Poria placenta - com concentracdes ativas variando de 2,5x10° a
1,5x10* mol/mL e 2,5x10° a 7,5x10™° mol/mL, respectivamente. Comparando-se com 0s
valores de CIM encontradas em nosso trabalho, podemos observar que os valores que
encontramos S&0 menores, 0s quais variaram de 6,0x10°® & 8,28x10”" mol/mL, o que pode
indicar maior poténcia. Entretanto cabe destacar que sdo géneros flngicos distintos, o
método utilizado pelos autores foi halo de inibicdo, divergindo da metodologia usada neste
trabalho e, por isso, estudos com as mesmas espécies sdo necessarios para comparacdo dos
resultados. Ainda observou-se que a atividade é dependente da concentracdo e que o
aumento da cadeia alquilica aumenta a atividade, provavelmente pelo acréscimo de
hidrofobicidade e pelo carater tensoativo conferido pela cadeia alquilica longa, o que
aumenta afinidade pelos receptores (Nihei et al., 2003; Muhizi et al., 2008). O estudo
também demonstrou que a adicdo de um grupo hidroxila no substituinte de C-1 também
influenciou positivamente a atividade, porém ndo ha aumento significativo com a adi¢édo de

um segundo grupo hidroxila (Muhizi et al., 2008).
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Comparando a atividade do composto 1 com a atividade do composto 6 é possivel
determinar uma relacdo estrutura atividade clara. A substituicdo da hidroxila ligada ao
carbono anomeérico pelo grupo azida levou a inatividade de 6. Com base neste resultado,
infere-se que é importante a presenca da hidroxila em C1. Comparando com os resultados
descritos para os derivados de glicosilaminas, sugere-se que a substituicdo da hidroxila em
C-1 por um grupo amino poderia ser tolerada. Logo, sera interessante sintetizar os derivados
substituidos com um grupo amino em C-1.

Em estudo avaliando a atividade antifingica contra C. glabrata, observou-se que
grupos hidroxilas livres podem favorecer a solubilidade em &gua, conferem hidrofilia,
enquanto que grupos benzilas ou acetilas conferem lipofilia. Estes poderiam ser necessarios
para a passagem na membrana de fungos. Neste estudo uma molécula, 4-alil-2-metoxifenil-
(4',6'-O-benzil-p-D-glicopiranosideo), a qual possui as caracteristicas citadas acima, além de
uma baixa citotoxicidade, mostrou atividade anti-Candida, especificamente contra C.
glabrata, com resultados superiores ao fluconazol, ao qual foi comparada (De Souza et al.,
2016). Isso nos indica, novamente, que a adi¢do de um grupo lipofilico ndo muito volumoso
na hidroxila livre do carbono anomérico, por conseguinte, pode gerar acréscimo na sua
atividade, pois o0 aumento da lipofilia poderia melhorar a penetracdo na membrana fungica.

Em relacdo as sulfonamidas também foram obtidos resultados interessantes. Neste
caso foi possivel também determinar algumas caracteristicas importantes para atividade
desta classe. Apenas o derivado peracetilado da glicose 7 foi ativo. Deste modo, conclui-se
que a substituicdo da glicose por N-acetilglicosamina ndo é bem tolerado neste caso. Além
disso, a desacetilacdo leva a derivados inativos também indicando que sulfonamidas mais
lipofilicas sdo importantes para a atividade destes derivados. Utilizando a substancia 7 como
prototipo, poderiamos variar extensivamente o substituinte naftil da sulfonamida na tentativa

de otimizar a atividade destes compostos.
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6. Concluséao

Diante do apresentado, podemos concluir que as substancias 1 e 7 mostraram-se
potenciais prototipos para agentes antifungicos. Estas moléculas demonstram atividade
frente a espécies de Candida que apresentam importantes problemas relacionados a
resisténcia aos antifingicos, comumente utilizados na terapia. Ainda, estas representam um
grave problema de salde publica, pois estdo relacionadas a altos indices de morbidade e
mortalidade.

Dessa forma, podemos inferir que essas moléculas podem ser quimicamente
alteradas a fim de potencializar sua atividade antifingica. Entretanto, sdo estudos muito
preliminares, sendo necessarias pesquisas mais aprofundadas, com avaliacao da toxicidade e
mecanismo de acdo. Andlises mais detalhadas sobre a relagdo estrutura-atividade e

melhoramento do processo de sintese sdo importantes para otimizacao destas moléculas.
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