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RESUMO

Nas ultimas décadas, o nimero de pessoas acometidas por infeccdes fungicas invasivas
tem aumentado drasticamente em todo o mundo. Essas infec¢des sdo frequentemente de
dificil detec¢do e tratamento, portanto, representam uma grande ameaca a saide humana
devido suas significativas taxas de morbimortalidade. O género Candida spp. engloba
microrganismos causadores de infec¢Oes flungicas invasivas, sendo a Candida albicans a
espécie que mais prevalece, cuja incidéncia relativa na infec¢@o estd em declinio devido a
crescente prevaléncia de outras espécies, como C. glabrata, C. tropicalis e C.
parapsilosis. Portanto, esse trabalho teve como objetivo investigar a atividade antifiingica
do glicosideo 2,3-insaturado e sua associacdo com a anfotericina B contra Candida spp.
A atividade antifungica do glicosideo 2,3-insaturado foi avaliada a partir da técnica de
microdiluicdo em caldo, tendo sido observado que o mesmo ndo apresentou atividade
antifiingica para a maioria das cepas de Candida spp. utilizadas no estudo. A combinagdo
dessa substancia com a anfotericina B foi realizada pelo método do checkerboard, e
quando associado com a anfotericina B o resultado foi classificado como indiferente.
Desse modo, fica a alternativa da realizacdo de mais estudos e modificacdes na molécula
do glicosideo 2,3-insaturado, para aperfeicoamento da sua atividade contra diversos

fungos.

Palavras-chave: Candida spp.; glicosideo; associacdo de substincias; atividade

antifiingica.



ABSTRACT

In recent decades, the number of people with invasive fungal infections has increased
dramatically worldwide. These infections are often difficult to detect and treat and
therefore pose a major threat to human health due to their significant morbidity and
mortality rates. The genus Candida spp. It comprises microorganisms that cause invasive
fungal infections, Candida albicans being the most prevalent species, whose its relative
incidence in infection is declining due to the increasing prevalence of other species, such
as C. glabrata, C. tropicalis and C. parapsilosis. Therefore, this study aimed to
investigate the antifungal activity of 2,3-unsaturated glycoside and its association with
amphotericin B against Candida spp. The antifungal activity of 2,3-unsaturated glycoside
was evaluated by broth microdilution technique, having been observed that it did not
show antifungal activity for most Candida spp. used in the study. The combination of this
substance with amphotericin B was performed by the checkerboard method, and when
associated with amphotericin B the result was classified as indifferent. Thus, it is the
alternative to carry out further studies and modifications to the 2,3-unsaturated glycoside

molecule to improve its activity against various fungi.

Key-words: Candida spp., glycoside, substance association, antifungal activity.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o nimero de pessoas acometidas por infeccdes fungicas
invasivas tem aumentado drasticamente em todo o mundo. Essas infec¢des sao
frequentemente de dificil deteccdo e tratamento, portanto, representam uma grande
ameaca a saide humana devido suas significativas taxas de morbimortalidade.
(BENEDICT et al., 2017). As infeccdes fungicas invasivas apresenta um percentual de
mortalidade alto, estimado em aproximadamente 40%. Além disso, essas infeccoes
provocam um grande impacto econdmico com crescente aumento nos custos em satde
(RICHARDSON; NAGLIK; 2018).

As infecOes fungicas invasivas, principalmente a candidemia, tornou-se um
grande problema de saude publica, sendo a quarta mais frequente das infeccdes
nosocomiais da corrente sanguinea (EJEMBI et al., 2018).

Candida spp. sdo fungos patogé€nicos oportunistas e estdo entre oS
microrganismos que mais causam infeccdoes (EJEMBI et al.,, 2018). Esses fungos
proporcionam uma elevada taxa de mortalidade, excedendo 50% dos casos de
candidemia, principalmente em pacientes imunocomprometidos (TSO et al., 2018).

A Candida albicans, sendo a espécie mais prevalente, faz parte da microbiota
normal (PATIL et al., 2017), no entanto, € um microrganismo oportunista que se adere
facilmente as mucosas sendo capaz de invadir e causar danos celulares (NIU et al.,
2017), provocando provaveis complicagdes que comprometem o estado de saude do
individuo.

A vista disso, h4 uma diversidade de antiftingicos utilizados na terapia, entre eles
estdo os azois, habitualmente os mais empregados nas infec¢des por Candida spp. Um
exemplo € o fluconazol, medicamento de grande escolha, o privilegiado para o
tratamento dessas infeccdes, principalmente devido ao seu baixo custo e toxicidade,
além de apresentar formulagdes diversificadas que ampliam as opg¢des de tratamento
(SANTOS et al., 2018).

Outro farmaco amplamente utilizado é a anfotericina B, farmaco de escolha e
conhecido como padrdo-ouro para tratamento de infec¢des flingicas invasivas (LIMA,
2017). E o polieno mais conhecido e tem grande vantagem devido ao seu largo espectro

de acdo e eficdcia contra a maioria dos patégenos fungicos (TALAS et al., 2019).
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Mesmo com a diversidade de tratamento dessas infec¢des, uma questdo de
grande pauta e que tem despertado muita preocupacdo para os profissionais da saide e
também para toda a populagdo € a resisténcia microbiana. A descoberta da resisténcia
dos microrganismos a diversos antimicrobianos, incluindo os farmacos antifingicos,
tem sido um ponto muito critico para o tratamento das infeccdes em geral (PATIL et al.,
2017; KHAN et al., 2017; GUZZETT], et al., 2017; VIEIRA; SANTOS; 2017; KUNG,
et al., 2018).

A vista disso, fica a alternativa da procura de novas substancias com
propriedades antifungicas para aperfeicoar as terapias atuais e também realizar
associagoes.

Nos ultimos tempos, os glicosideos demonstraram um potencial eficiente como
agentes terapéuticos no tratamento de diferentes disturbios. Dentre eles estdo os efeitos
anticancerigeno, antitrombotico, antidiabético, efeito protetor na lesdo do miocéardio,
antioxidante, antiviral, antidepressivo, antimaldrico, antifingico e antiagregante
plaquetario (KHAN et al., 2017). Como exemplo, em estudos anteriores foi relatado que
os glicosideos poliacetilenos possuem vdérios efeitos bioldgicos, tais como anti-
inflamatorio, antimicrobiano, anti- HIV e antialérgico (GUO et al., 2017).

Diante do grande problema da resisténcia microbiana, estd sendo cada vez mais
necessdria e de estrita importancia, a busca por novos métodos para aumentar a eficicia
dos medicamentos, principalmente dos antibidticos. Dessa forma, uma das chaves € a
combinacdo de farmacos, um artificio progressivamente utilizado com propdsito de
aprimorar os tratamentos e, concomitantemente, reduzir a barreira da resisténcia
(COKOL; LI; CHANDRASEKARAN; 2018).

Assim, tanto a estratégia da associagdo de substdncias como a inser¢do dos
glicosideos tornam-se alternativas encorajadoras para investigacdao de novos tratamentos

de infecg¢des flngicas e bacterianas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

v’ Investigar a atividade antifingica do benzil 2,3-didesoxi-o-D-eritro-hex-2-

enopiranosideo e sua associagdo com a anfotericina B contra Candida spp.

2.2 Objetivos Especificos

v Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do glicosideo 2,3-
insaturado contra cepas de Candida albicans e Candida nao-albicans;

v' avaliar a atividade antifiingica da associag¢do do glicosideo 2,3-insaturado com a
anfotericina B; e

v determinar o Indice de Concentracio Inibitéria Fracionada (ICIF) da associacdo

do glicosideo 2,3-insaturado com a anfotericina B.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Infecc¢oes Fiingicas

As infecgdes fungicas causam elevados nimeros de morbimortalidade em seres
humanos (BURIAN; SACRAMENTO; CARLOS; 2017). E apesar do grande avango
em novos medicamentos antiftingicos, a mortalidade e as complicacdes desastrosas sao
corriqueiramente relatadas em pacientes criticamente doentes (SHABAAN et al., 2018).

Os fatores de risco associados a infeccdes fungicas incluem pessoas recém-
nascidas, idosos, com diabetes, pacientes no pos-operatorio, mulheres gravidas ou que
fazem uso de anticoncepcionais, uso prolongado de antibidticos e o uso de corticoides
(VIEIRA; SANTOS; 2017). Outros fatores estdo envolvidos, como a doenga respiratdria
cronica, cancer, infeccdo pelo HIV, pacientes transplantados, neutropenia, presenca de
cateteres venosos centrais, interna¢ao prolongada, nutri¢do parenteral total, exposi¢cdo a
procedimentos invasivos, quimioterapia, hemodidlise, entre outros (TSO et al., 2018).

Além desses fatores, outras condi¢des comportamentais podem predispor a essas
infec¢des, como o etilismo, tabagismo e dieta alimentar desequilibrada e inadequada
(PAZ et al., 2019).

As infeccdes fungicas em humanos podem ser divididas em infeccOes
superficiais de pele e das mucosas e infeccdes sistémicas ou disseminadas, como a
candidemia e aspergilose invasiva (RAUTEMA-RICHARDSON; RICHARDSON;
2017).

Calcula-se que mais de 1,6 milhdes de pessoas morrem de doencas flingicas a
cada ano (COLE et al., 2017). Em alguns estudos foi obtida uma estimativa em que
entre 1 a 3% da populacdio mundial vivenciem infeccdes fungicas graves.
Eventualmente, a incidéncia anual estimada para candidiase invasiva € de 2 a 20 casos
para cada 100.000 habitantes (QUINDOS, 2018).

As espécies de Candida spp. continuam sendo a principal causa de infecc¢des
fingicas e é o sétimo patégeno mais comum, representando 6% de todas as infeccoes
associadas aos cuidados de satde (STROLLO et al., 2017). Pesquisas relataram dados
sobre as candidemias, em que 60% dos casos foram notificados em UTI, seguidos de

unidades de oncologia e transplante (13%) (BONGOMIN et al., 2017).
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Em um estudo realizado no periodo de 2002 a 2012 por Strollo et al., 2017 nos
Estados Unidos, foram identificadas 138.433 altas hospitalares relacionadas a
candidiase invasiva, as quais foram 97% correspondentes a candidiase invasiva,

endocardite por Candida spp. (3%) e meningite por Candida spp. (1%).

3.2 Candida spp.: Caracteristicas e patogénese

Os fungos do género Candida spp. sao leveduras comensais (PAZ et al., 2019).
A Candida albicans, por exemplo, ¢ um fungo oportunista capaz de causar infeccdes
nas mucosas e infeccdes sistémicas. E um microrganismo aerdbio e possui reproducio
assexuada por brotamento (QUINTANA et al., 2017).

Com excecdo da C. glabrata, todas as espécies de Candida spp. apresentam
formas de leveduras ovaladas (3 a 5 um) que produzem brotamentos ou blastoconidios e
também produzem pseudo-hifas e hifas verdadeiras. Ja as culturas de Candida spp. sdo
caracterizadas pela formacdo de colOnias brancas, lisas, cremosas € convexas
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER; 2009).

A capacidade da C. albicans de passar por uma modificacdo reversivel em sua
morfologia, que vai de levedura (células ovais tunicas) para filamentos (células
alongadas unidas de ponta a ponta), se di devido a uma variedade de condicdes
ambientais do hospedeiro e tem sido associada a viruléncia e patogénese da Candida
spp. (KADOSH, 2019).

Candida spp., em especial a C. albicans, sdao fungos que colonizam
habitualmente a pele humana, mucosas do trato gastrointestinal e geniturindrio
(DAVIDSON; NETEA; KULLBERG; 2018), habitam também a cavidade bucal,
orofaringe e as secrecdes bronquicas (PAZ et al., 2019), tanto em individuos sadios
como em pacientes morbidos (DAVIDSON; NETEA; KULLBERG; 2018).

Normalmente, o sistema imune de defesa impede que este fungo comensal se
torne um patégeno. Mas por diversos fatores o hospedeiro pode se tornar suscetivel,
como por exemplo, devido a um desequilibrio da microbiota (DAVIDSON; NETEA;
KULLBERG:; 2018), brechas na barreira mucocutanea ou defeitos na resposta celular do
hospedeiro (TAN; HSU; 2018), podendo causar uma possivel infeccdo num individuo

sadio.
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A Candida spp., afim de favorecer sua capacidade de colonizacdo e estabelecer
infec¢des, produz exoenzimas, como aspartil protease e fosfolipase, que degradam a
matriz extracelular e inibem a fagocitose por neutrdfilos para induzir as reacdes
inflamatoérias, além da produgdo de hemolisinas. Posteriormente, adquirem ferro para
facilitar a invasao e o desenvolvimento de hifas pertencentes a candidiase disseminada
(TONON et al., 2018).

As espécies do género Candida spp. podem causar diversas infeccdes profundas
agudas ou cronicas (RAUTEMA-RICHARDSON; RICHARDSON; 2017). Bem como
as infeccOes orais, incluindo a pseudomembranosa, candidiase eritematosa e
hiperplasica, quelite angular e candidiase mucocutanea cronica. Sendo C. albicans a
principal espécie causadora de infecgdes fungicas na cavidade oral (GOULART et al.,
2018).

A manifestacdo mais comum da infeccdo por Candida auris é a candidemia,
tendo sido relatadas infeccdes do sistema nervoso central (SNC), trato respiratorio,
urogenital, do abdome, dos ossos e da pele (LOCKHART; GUARNER; 2019).

A patogénese da candidiase depende da saude do hospedeiro, bem como dos
fatores de viruléncia que sdo expressos por essa levedura (PRISTOV; GHANNOUM,;
2019).

Os fatores de viruléncia relatados para Candida spp. incluem a troca de fenétipo,
formacdo de tubos germinativos, aderéncias, expressdo de adesina, tigmotropismo,
formacdo de biofilme e secre¢do de enzimas hidroliticas extracelulares, facilitando
assim a invasdo aos tecidos do hospedeiro (PHAM et al., 2019).

Os biofilmes sdo geneticamente resistentes a anfotericina B e ao fluconazol, o
que proporciona aos microrganismos a oportunidade de resistir a altas concentragdes de
farmacos antifingicos. Os efeitos patogénicos ocasionados pela formacdo de biofilme
sdo vistos com maior frequéncia em infeccdes por C. albicans (PRISTOV;
GHANNOUM; 2019).

A candidiase invasiva pode apresentar algumas condi¢des clinicas, as quais
incluem a candidemia isolada ou infec¢des do tecido profundo, como as intra-
abdominais com abcessos, infeccdes do trato urindrio e peritonite. As menos comuns

sao a endocardite, meningite e o envolvimento ocular (TAN; HSU; 2018).
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Adicionalmente, a C. auris, uma nova espécie relatada pela primeira vez no
Japao no ano de 2009, constitui um patégeno emergente no qual foi identificada
susceptibilidade antifiingica, desenvolvimento de resisténcia apds a exposicdo com
agente antifiingico, que apresenta uma predisposi¢do a rdpida disseminacdo e que,
portanto, tem um potencial de tornar-se um patégeno oportunista (SMITH et al., 2018).
A mesma possui uma baixa sensibilidade a vdrios antifiingicos, podendo representar um

grande problema terapéutico (VALDERRAMA et al., 2018).

3.3 Candida spp.: dados e distribuicao

A Candida albicans estd entre as espécies que mais prevalece e, a mais
frequentemente isolada (RUDKIN et al.; 2018), causando 62% de todas as candidiases
invasivas (TAN; HSU; 2018). Adicionalmente, foi estimado que a C. albicans tem
representado cerca de 13% das infeccdes adquiridas em uma unidade de terapia
intensiva (UTT) (BLOOS et al., 2018).

Embora a C. albicans continue sendo a principal causa de candidiase invasiva,
infeccdes por outras espécies de Candida ndo-albicans tém progredido demasiadamente
(ZHANG et al., 2019), como a Candida glabrata, Candida krusei, Candida tropicalis,
Candida parapsilosis, Candida dubliniensis (GOULART et al., 2018) e C. lusitaniae
(HENAO—MARTfZEZ; DUARTE; 2018). Em evidéncia, a segunda mais frequente
espécie causadora de candidiase invasiva é a C. glabrata (HUNNIGER; KURSALI;
2019). A C. auris surgiu mais recentemente, provocando 5,2% das candidemias na India
(COLOMBO et al., 2017).

Segundo Ashong et al. (2017), o indice de mortalidade relativo a candidemia
estd atualmente entre 31 e 44%, e cada vez mais se amplia devido a existéncia de
espécies mais resistentes, como a C. glabrata e C. krusei.

Em um estudo de vigilancia global, foi demonstrado o percentual relativo a
candidemia para cada espécie: C. albicans (65,3%), C. glabrata (11,3%), C. tropicalis
(7,2%), C. parapsilosis (6%) e C. krusei (2,4%) (BEARDSLEY et al., 2018).
Comprovando mais uma vez que a C. albicans é a que mais se sobressai.

Da mesma forma, em outro estudo global, foi atestado que de 256.882 isolados

coletados em 142 hospitais de 41 paises no periodo de 1997 a 2007, mais de 90% das
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infeccdes foram ocasionadas por espécies de Candida spp., sendo: C. albicans (65%),
C. glabrata (11%), C. tropicalis (7%), C. parapsilosis (6%) e C. krusei (2%) (CORTES
et al., 2019).

3.4 Medicamentos e resisténcia

Existem poucas alternativas disponiveis para o tratamento de infecgdes fingicas
invasivas. A anfotericina B, um potente farmaco polieno utilizado no tratamento de
infeccOes sistémicas, foi integrado como um farmaco precursor utilizado para micoses
invasivas e ainda € considerada a terapia mais eficaz (SALCI et al., 2018). A atividade
fungistética e fungicida da anfotericina B, se da devido a sua possibilidade de ligar-se
ao ergosterol nas membranas fungicas e promover a formagcdo de poros ou canais na
célula ocasionando a instabilidade osmoética e perda de integridade da membrana
(ESPINEL-INGROFF, 2019). A anfotericina B € ativa contra a maioria das leveduras e
fungos filamentosos, sendo rotineiramente recomendado para tratar infeccdes
ocasionadas por Candida spp., Aspergillus spp., entre outros (CAMPOY; ADRIO;
2017).

Além da anfotericina B, a nistatina e a natamicina compdem o grupo de polienos
que sdo corriqueiramente mais utilizados na clinica (CAMPOY; ADRIO; 2017).

Na atualidade, as terapias com medicamentos t€ém muitas limitacdes, entre essas
a toxicidade, baixa biodisponibilidade e relativa ineficdcia. Infelizmente, essas
limitagdes estdo se ampliando cada vez mais, agora com o surgimento impetuoso da
resisténcia aos medicamentos (BEARDSLEY et al., 2018).

A resisténcia dos microrganismos pode ser classificada em trés tipos: a
resisténcia intrinseca, quando o préprio microrganismo espontaneamente ja apresenta
resisténcia antes mesmo de ser exposto a algum agente antifingico; a adquirida, quando
0 microrganismo passa por alteragdes génicas logo apds a exposi¢do com o antiftingico,
podendo ser reversivel ou persistente; e ainda, a resisténcia clinica, que esta relacionada
com as condi¢cdes imunoldgicas do hospedeiro e as caracteristicas farmacocinéticas e

farmacodinamicas do antiftingico e a espécie responsavel pela infec¢cao (COSTA, 2017).
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Os antifingicos azdis sdo os medicamentos mais comumente utilizados na
pratica clinica. Sdo altamente utilizados no tratamento e prevencao de micoses devido a
seu amplo espectro de atividade (CAMPOY; ADRIO; 2017).

Alguns mecanismos de resisténcia aos az6is foram relatados, dentre eles estdo as
alteracdes na parede celular ou na membrana plasmaética, ocasionando dificuldade de
absor¢do dos azdis; superexpressdo ou mutacdes na enzima alvo e o efluxo de farmacos
mediados por protefnas transportadoras de membrana. A resisténcia parece aumentar
proporcionalmente com a amplificacdo da exposicdo prévia a medicamentos
antifingicos (TONON et al., 2018).

As infecc¢des flingicas invasivas requerem diagndstico precoce e um tratamento
antifingico efetivo. Porém, as opcdes terapéuticas sdo extremamente limitadas aos
azois, equinocandinas, polienos e a flucitosina. Além disso, com o surgimento da
resisténcia aos medicamentos a terapia mantém-se completamente restrita, o que pode
representar um efeito desastroso nos resultados relativos ao paciente (PERLIN;
RICHARDSON; IZQUIERDO; 2017).

Acredita-se que a grande disseminacio de infeccdes causadas por espécies de
Candida ndo-albicans nos ultimos anos esteja relacionado ao uso de antifungicos, como
o fluconazol e a anfotericina B (SMITH et al., 2018). J4 que espécies de Candida nao-
albicans tendem a demonstrar resisténcia a essas terapias habituais (HENAO-
MARTIZEZ; DUARTE; 2018). Devido a isso, atualmente existem controvérsias quanto
ao uso do fluconazol para o tratamento antifungico dessas infec¢des (SMITH et al.,

2018).

3.5 Desenvolvimento de novas moléculas

Diante disso, mesmo com os antiftingicos de uso tdpico e sistémico presentes no
mercado, essa progressiva resisténcia dos agentes infecciosos tem influenciado muitos
pesquisadores a buscar por novas alternativas de tratamento (SANTOS et al., 2017).

O uso incoerente e, de certa forma, indiscriminado dos antimicrobianos também
tem sido uma razao bem explicita que deu origem a uma diversidade de microrganismos
resistentes. Este problema emergente fomenta pesquisas que visam o desenvolvimento

de novos farmacos antifingicos e espera-se que estes superem os farmacos atuais tanto
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em termos de eficdcia relacionada a resisténcia quanto em relagdo a interacoes
medicamentosas (WIEDERHOLD, 2017).

Assim sendo, uma das estratégias para solucionar a escassez das opgdes de
tratamento seria buscar por novos esquemas de dosagens, combinar antibidticos
existentes e o desenvolvimento de novas moléculas (MONTERO et al., 2019).

As novas opg¢des de medicamentos antifliingicos necessitam dispor de um amplo
espectro de agdo contra fungos, apresentar um melhor perfil farmacocinético para
diminuir a periodicidade de dosagem, dispor da possibilidade de administragdo oral e
parenteral, conter poucos efeitos adversos e interagdes medicamentosas (SALCI et al.,

2018).

3.6 Associacoes

A combinagdo de diferentes farmacos apresenta multiplas vantagens, dentre elas
a melhoria da adesdo a terapia por parte do paciente, tendo em vista a reducdo do
nimero de medicamentos que o mesmo precisaria utilizar. Além disso, melhoram a
eficdcia dos tratamentos e reduz a carga de efeitos colaterais, isso quando comparados a
medicamentos apresentados de forma simples, ou seja, sem associacdo. Também € visto
que essa estratégia auxilia no desenvolvimento e descoberta de novos farmacos. Dessa
forma, os investimentos na producdo de medicamentos associados tem sido uma tatica
cada vez mais importante (ZHANG; YAN; 2019).

Um dos propésitos da terapia combinada € reduzir a dosagem dos
medicamentos, com o intuito de minimizar a gravidade e a intensidade dos efeitos
adversos e, garantir uma maior eficcia através da aditividade ou sinergia dos farmacos
(GAYVERT et al., 2017). Do mesmo modo, outra finalidade é a de explorar todo o
potencial dos antibidticos ja existentes, reduzir a toxicidade e retardar a ascensdo da
resisténcia microbiana (SHAH; CHEN; 2017).

A interagdo farmacodindmica entre antibidticos e também com outras
substancias, utilizados de forma combinada, é geralmente analisada através de
experimentos empregando o método do tabuleiro de xadrez, também conhecido por

método de checkerboard; uma metodologia simples e rapida que pode ser usada para
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investigar combinagdes de antibidticos e de outras substincias na presenga de vdrias
cepas (CHAUZY et al., 2019).

As associagdes de farmacos podem ser aditivas, sinérgicas, antagdnicas ou
indiferentes (SHAH; CHEN; 2017). As terapias combinadas sdo geralmente
favorecidas nas situagdes em que os efeitos dos antibacterianos combinados substituem
a soma dos resultados dos farmacos utilizados isoladamente (VAMBE et al., 2018).

A principal vantagem dessas associagdes € a interacao do tipo sinérgica, na qual
os efeitos antifungicos apresentados sdo mais satisfatorios que a atividade individual de
cada substancia (MEIRELLES et al., 2017).

A aplicacdo de combinagdes de farmacos sinérgicos tem a competéncia de
auxiliar na prevencdo e superacdo da resisténcia aos medicamentos. E ainda existem
suposicoes de que essa aplicacdo diminua as chances de ocorréncia da resisténcia
porque isso compete a multiplas mutacdes para contornar ambos os farmacos, € esse
fendmeno ocorre em menores probabilidades quando existe associacdes (GAY VERT et
al., 2017).

Além disso, essas terapias sinérgicas sdo capazes de reduzir o crescimento € o
desenvolvimento de mutacdes resistentes, potencializam a eficicia dos antibidticos,
aumentam seu espectro de acdo e sua biodisponibilidade (VAMBE et al., 2018).

A associagdo de farmacos ativos contra C. albicans é capaz de fornecer uma
alternativa terapéutica promissora e pode apresentar-se mais ttil do que os compostos
utilizados isoladamente. Desse modo, algumas substincias naturais sdo investigadas
quanto aos seus efeitos sinérgicos com algumas classes de antifiingicos, como os azdis,
polienos e equinocandinas (ZIDA et al., 2017).

Por isso, a busca por novos metabdlitos ativos entra como um instrumento
propicio para o desenvolvimento e producdo de novos antibacterianos e antifiingicos

(CARVALHO et al., 2018), como por exemplo, os glicosideos.

3.7 Glicosideos

Os glicosideos sao moléculas organicas obtidas por meio da reagdo de
glicosilagdo em que uma por¢do glicona (grupo sacaridico) estd ligada a uma porcdo

aglicona (grupo ndo sacaridico) (SOARES et al., 2018). Essas moléculas exercem
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papéis fundamentais nos organismos vivos, dentre os quais envolvem a regulacdo do
crescimento das plantas, estimulante da musculatura cardiaca e atua como fonte de
energia para os organismos. Estes, geralmente, podem apresentar-se através de ligacoes
do tipo C-, O-, N- e S- glicosidicas (VIEIRA, 2017).

Hex-2-enopiranosideos, por exemplo, conhecidos como pseudoglicais,
forneceram um setor primitivo para desenvolvimentos sintéticos € mecanicos na
quimica de carboidratos durantes as ultimas décadas. O primeiro relato de uma
molécula pertencente a essa categoria foi feito por Fischer, embora sua estrutura correta
pudesse ser estabelecida por Bergmann. No entanto, o processo que produziu
intermedidrios sintéticos amplamente reconhecidos como hex-2-enopiranosideos s6 foi
disponibilizado em escala preparativa em 1969 por Ferrier e Prasad. Desde entdo, os
hex-2-enopiranosideos tém sido utilizados para uma diversidade de aplicacdes sintéticas
(GOMEZ et al., 2015).

Especificamente, os glicosideos 2,3-insaturados, também chamados pseudo-
glicosideos ou enosideos, sao uma classe importante de produtos naturais com muitas
atividades bioldgicas e capacidade de se adaptar como substrato para reacdes
posteriores. Estdo envolvidos em processos bioquimicos, como o reconhecimento
molecular, interagdo célula-célula, reconhecimento imunolégico e transmissdao de
informacdes bioldgicas. Estes sdo facilmente transformados em importantes compostos
bioativos, como os oligossacarideos, glicopeptideos, nucleosideos, antibidticos, dcidos
urdnicos e outros produtos naturais (TATINA et al., 2019).

As atividades antibacterianas e anticancer significativas dos glicosideos tém
atraido muitos pesquisadores e cientistas a desenvolver estudos para avangos na
melhoria da atividade bioldgica desses compostos por glicosilacio (OBCHOEI et al.,

2016).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de realizacao

Os experimentos foram realizados nos laboratérios de bioquimica e
microbiologia do bloco J da Universidade Federal de Campina Grande — UFCG CES,

campus Cuité, Paraiba.

4.2 Cepas fungicas

No estudo foram utilizadas cinco cepas de Candida spp.: C. albicans ATCC
76615, C. albicans ATCC 76485, C. parapsilosis ATCC 22019, C. tropicalis
ATCC 13803 e C. krusei ATCC 6258.

No experimento de sensibilidade aos antimicrobianos foi empregado um in6culo

6 6
compreendendo, aproximadamente, 1 x 10 a 5 x 10 UFC/mL com turvagdo
correspondente ao tubo 0,5 da escala de McFarland. Teve auxilio de uma alca para

transferéncia das colOnias e foi preparado em solu¢do salina estéril a 0,9%.

4.3 Substancia utilizada

O benzil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo  (glicosideo  2,3-
insaturado), foi sintetizado, purificado, caracterizado e teve sua estrutura quimica
elucidada por Rodrigo Ribeiro Alves Caiana e Juliano Carlo Rufino Freitas.

O processo de sintese e purificacdo do benzil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo foi realizado no laboratério de Sintese Organica (LASO), localizado no
Centro de Educacdo e Saude da Universidade Federal de Campina Grande — Campus
Cuité.

As andlises espectrométricas (Rotacdo Especifica; Infravermelho e Ressonancia
Magnética Nuclear de hidrogénio e carbono) do referido composto foram realizadas na

Central Analitica da Universidade Federal do Pernambuco — Campus Recife.
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Figura 1 Estrutura do benzil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo.

OH

Figura 2 Esquema da sintese do composto.
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4.4 Determinacao da Concentrac¢io Inibitéria Minima (CIM)

A solugdo foi preparada de acordo com as normas estabelecidas pelo Método de
Referéncia para Testes de Dilui¢do em Caldo para Determinacdo da Sensibilidade de
Leveduras a Terapia Antifingica — CLSI, 2008, com modificacdes. A solu¢do do
glicosideo 2,3-insaturado foi disposta com auxilio de dimetilsulféxido (DMSO);
utilizado para dissolu¢@o desta substancia. Foram utilizados controles com DMSO nas
mesmas concentragdes empregados nos testes.

A CIM foi determinada a partir da técnica de microdiluicdo em caldo. Foram
utilizadas placas estéreis transparentes contendo 96 cavidades. O meio de cultura
liquido utilizado foi o RPMI — 1640. As concentragdes testadas do glicosideo 2,3-

insaturado foram de 1024 pg/mL a 1 pg/mL em diluicdes seriadas 1:2. O experimento

foi conduzido com 1-5 x 105 UFC/mL cada cavidade. Todos os testes foram realizados

em triplicata.
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Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa a 35 °C por 24 - 48 horas.
Foi considerada como CIM, a menor concentracdo da substincia capaz de inibir o

crescimento visual das cepas utilizadas nos testes de sensibilidade (CLSI, 2008).

4.5 Associacao das substincias

Para a realizacdo da associa¢do foram preparadas, em tubos separados, diferentes
solugdes das substincias nas concentragdes CIMx8, CIMx4, CIMx2, CIM, CIM/2,
CIM/4 e CIM/S.

A associacdo foi realizada pelo método de checkerboard para a determinagdo do
Indice de Concentracdo Inibitéria Fracionada (ICIF) em placas estéreis contendo 96
cavidades.

As solugdes das devidas sustancias foram dispostas nas placas de modo que as
concentracdes do glicosideo 2,3-insaturado, dispostas na vertical, associassem com
todas as concentracdes da anfotericina B, as quais foram dispostas de forma horizontal.

Os ensaios foram realizados em triplicata.

Cx8 Cx4 CX2 C C/2 C/4 C/8

Foi utilizado um inéculo contendo 1-5 x 105 UFC/mL em cada uma das cavidades. O

estudo foi realizado com a cepa C. albicans ATCC 76615 e C. albicans ATCC 76485.
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Logo ap6s a realizacdo das associacdes, as placas foram encubadas em estufa a 35 °C,
por 24-48 horas. A leitura dos resultados foi feita visualmente.

O Indice de Concentracdo Inibitéria Fracionada (ICIF) foi calculado através da
seguinte formula: ICIF = CIF, + CIFg (PIPPIL, 2014). Considerando que “A” seja o
glicosideo e “B” a anfotericina B. A Concentragdo Inibitoria Fracionada (CIF) foi
calculada comparando o valor da CIM de cada substincia isoladqa com a CIM derivada
da associagdo (segue a baixo). Dessa forma, a associacao foi classificada como sinérgica
(ICIF £ 0.,5), com aditiva (ICIF >0,5 e < 1,0), indiferente (1 a 4) ou antagonica (>4)
(DOERN, 2014).

Figura 3 Esquema do célculo da associacio.

ICIF = CIMA comb. B ClMB comb. A

ok
CIMa sozinho CiMB sozinho
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Candida spp. engloba aproximadamente 200 espécies de levedura e continua sendo
o principal género causador de infecgdes fungicas invasivas (LU et al., 2018).

De acordo com a distribuicdo das espécies, a C. albicans é a espécie mais
prevalente, corroborando os estudos epidemioldgicos realizados nos Estados Unidos,
Europa e no Oriente Médio, onde as infec¢gdes fungicas por Candida spp. sdo mais
frequentemente ocasionadas por C. albicans (WHALEY et al., 2017).

A Tabela 1 mostra que, o glicosideo 2,3-insaturado ndo apresentou atividade contra
a maioria das cepas nas concentragdes testadas, com excecdo apenas da C. albicans ATCC
76615 e C. albicans ATCC 76485. Do contrario, a anfotericina B inibiu o crescimento de
todas as cepas. Do mesmo modo que ja foi relatado em outros estudos, em que a maior

parte das espécies de Candida spp. mantém-se suscetiveis a esse antifungico (TOUIL;

OTMANI; BOUCHERIT; 2018).

Tabela 1 Valores da CIM* em pg/mL das substancias testadas.

Cepa Glicosideo™* Anfotericina B
C. albicans ATCC 76615 1024 0,5
C. albicans ATCC 76485 1024 0,5
C. tropicalis ATCC 13803 - 0,25
C. krusei ATCC 6258 - 0,25
C. parapsilosis ATCC 22019 - 0,25

Fonte: dados da pesquisa.

*Concentragdo Inibitéria Minima
**Benzil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo (Glicosideo 2,3-insaturado)
-Auséncia de atividade antifiingica nas concentragdes testadas

Diversos estudos foram realizados em relacdo a atividade antimicrobiana de
diferentes tipos de glicosideos. Sati et al. (2019), testaram os trés principais glicosideos
flavanoides de Ginkgo biloba (quercetina, kaempferol, isorannetina e a mistura destes) e
concluiram que a acdo sinérgica de todos os trés compostos apresentou maior atividade
antimicrobiana em compara¢ao com os efeitos dos compostos de forma individual.

Um glicosideo sintético com estrutura andloga ao glicosideo 2,3-insaturado
utilizado nesta pesquisa foi sintetizado (também por meio da glicosilacdo) e testado quanto

a sua atividade antibacteriana. Os resultados demonstraram que esse glicosideo obteve uma
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boa atividade antibacteriana in vitro com Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) tao
baixas quanto 8 ug/mL (QIAO et al., 2016).

Brahimi et al. (2017) também avaliaram a atividade antibacteriana de alguns
compostos N-glicosideos, os quais afetaram todas as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas testadas no estudo.

Guo et al. (2017) isolaram alguns desses glicosideos poliacetilenos com atividade
antimicrobiana contra Bacillus anthracis a partir das gemas de Coreopsis tinctoria, nesse
caso nao foi reconhecida atividade antiftingica contra espécies de Candida spp., mas uma
boa atividade antibacteriana.

Citando caso andlogo, diversos estudos in vitro e in vivo demonstraram que 0s
glicosideos triterpénicos podem aumentar a suscetibilidade de algumas bactérias a certos
antibiéticos (DUBOIS; WAGNER; 2017).

Em achados de pesquisas anteriores, um glicosideo triterpendide denominado
enfumafungina apresentou propriedades farmacocinéticas e atividade antifiingica in vitro
semelhante a caspofungina, o seu espectro de acdo € semelhante ao das equinocandinas
com potente atividade in vitro contra uma variedade de fungos dos géneros Candida spp. e
Aspergillus spp. Foi relatado com CIM de 90 pug/mL contra C. albicans, C. glabrata e C.
parapsilosis, mas apresentando valores da CIM maiores para C. krusei (BIRCH; SIBLEY;
2017). Consequentemente, se apresenta como um potente agente promissor para
desenvolvimento de um novo antifingico com possibilidade de ampla eficicia terapéutica.

Dessa forma, a substancia utilizada neste trabalho, o glicosideo 2,3-insaturado, é
um composto totalmente relevante biologicamente, pois pertence a classe dos O-
glicosideos, que tem ganhado grande relevancia como agentes terapéuticos promissores
para tratamento de diversas patologias (KHAN et al., 2017).

Embora a anfotericina B tenha uma agdo extremamente potente e eficaz contra
fungos patogénicos, estdo surgindo cada vez mais cepas de Candida spp. resistentes a esse
antifingico que apresenta uma diversidade de efeitos indesejdveis, dentre eles a
nefrotoxicidade (TARGINO, 2017). Dessa forma, com a associacdo de diferentes
principios ativos faz-se possivel aumentar a poténcia dos farmacos, reduzir a toxicidade e
os efeitos adversos e superar a barreira da resisténcia (SPADER, 2017).

Essas novas terapias, incluindo combinagdes de farmacos com diferentes
mecanismos de acdo podem melhorar a eficdcia dos tratamentos (CARVALHO, 2015). A

7z

flucitosina, por exemplo, é um antifingico bastante utilizado em associacdo a outros
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agentes antiftingicos, inclusive com a anfotericina B, que contribui para o progresso do
tratamento e diminui¢do dos efeitos colaterais (COSTA, 2017).

A terapia combinada tem sido reconhecida afim de reduzir a probabilidade de
resisténcia e a toxicidade do farmaco, diminuir a dose e aumentar o espectro de a¢cdo das
substancias associadas (NARAYANASWAMY et al., 2018).

A combinagdo de substancias com um antibitico convencional pode aumentar seu
espectro de acdo contra varios microrganismos, especialmente bactérias. Os antibidticos
podem sofrer modificagdes em sua estrutura quimica quando associados a outras
substancias, alteracOes essas que podem potencializar a sua atividade bioldgica, levando a
resultados eficazes mesmo em baixas concentracdes, consideradas ndo toxicas, o que
possibilita novas formas de atividade contra mecanismos de resisténcia e viruléncia (LEAL
et al., 2019).

O ensaio padrio de microdiluicio em tabuleiro de xadrez (checkerboard) foi
utilizado para testar as combinacdes, assim sendo, a tabela 2 demonstra o resultado da

associagdo do glicosideo 2,3-insaturado com a anfotericina B.

Tabela 2 Associacdo do glicosideo 2,3-insaturado com a anfotericina B.

CIF* - ek 3

Cepa Glicosideo CIF Anfotericina B ICIF Interpretacao
C. albicans ATCC 76615 0.125 2.0 2,125 Indiferente
C. albicans ATCC 76485 0.5 2.0 2.5 Indiferente

Fonte: dados da pesquisa.
*Concentracdo Inibitéria Fracionada (CIF)
**[ndice da Concentragdo Inibitéria Fracionada (ICIF)

De acordo com a Tabela 2, os resultados da associacao do glicosideo 2,3-insaturado
com a anfotericina B, medicamento considerado “padrdo ouro”, o qual ¢ amplamente
utilizado para o tratamento de infecgdes fungicas graves (KHAN et al., 2017), foi
classificada como indiferente, determinando que o glicosideo ndo interferiu na atividade da
anfotericina B.

Em trabalho semelhante, foi avaliada a atividade de um glicosideo, o prop-2-in-1-il
4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo (molécula estruturalmente
relacionada ao glicosideo 2,3-insaturado testado nesse trabalho), contra algumas espécies
de Candida nao-albicans. Utilizando a mesma metodologia, sua associacdo com a

anfotericina B apresentou um efeito sinérgico (SOARES et al., 2018), resultado esse
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bastante satisfatério, mostrando sua grande potencialidade para a estratégia da terapia
combinada.

A resisténcia de microrganismos aos antibidticos € a causa mais comumente
relatada de falha no tratamento de infec¢des da corrente sanguinea que leva a fatalidade
dos pacientes (PHAM et al., 2019).

Para o tratamento de candidiase, os azdis tem sido largamente utilizados na prética
clinica devido a sua eficdcia e baixa toxicidade. No entanto, em consequéncia da sua
aplicacdo a longo prazo, a resisténcia das espécies de Candida spp. aos azdis tem emergido
continuamente, especialmente relacionada ao fluconazol. Portanto, terapias que envolvem
a combinagdo de farmacos antifingicos com outras substincias podem ser uma estratégia
crucial para tratar infec¢des ocasionadas por Candida spp. (LU et al., 2018).

Com base em outras pesquisas, foi demonstrado que a combinacdo de um
glicosideo glicirrizina com farmacos antifingicos pode-se mostrar eficiente no
aperfeicoamento da atividade desses farmacos, como o clotrimazol contra cepas de C.
albicans (DUBOIS; WAGNER; 2017).

Em conformidade, a gentamicina (um aminoglicosideo, com estruturas que se
assemelham ao glicosideo utilizado no presente estudo) quando combinada com
antifingicos da classe dos azoéis (fluconazol, voriconazol e itraconazol) apresentou efeitos
sinérgicos contra C. albicans, diminuindo consideravelmente os valores da CIM (LIU et
al., 2019).

Em ensaio qualitativo, também utilizando o método checkerboard, foi possivel
identificar combinacdes de griseofulvina e terbinafina, apresentando resultados aditivos de
farmacos contra dezesseis fungos patogénicos (LANA et al., 2018).

Em outro exemplo de combinacdo, um estudo realizado constata que a sinvastatina
e a atorvastatina conseguiram inibir extensivamente o crescimento de C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis. Devido a esse potencial, existem relatos de que ha
uma possivel aprimoragdo da atividade antifingica dos az6is quando combinados com as
estatinas (MORAES; PEREIRA; 2019).

Diante disso, Nyilasi et al. (2010), avaliaram a atividade antifungica da lovastatina,
sinvastatina, fluvastatina, rosuvastatina, atorvastatina e pravastatina combinada com
cetoconazol, miconazol, fluconazol e itraconazol contra C. albicans e C. glabrata. A
maioria das combinagdes apresentaram interagdes aditivas. No entanto, houve vérias

interagdes sinérgicas, como a combinagdo de rosuvastatina e atorvastatina com miconazol
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contra C. albicans, fluvastatina e lovastatina com fluconazol contra C. albicans, lovastatina
e atorvastatina com fluconazol contra C. glabrata e rosuvastatina com itraconazol também
contra C. albicans (MORAES; PEREIRA; 2019).

Com isso, tendo em vista a atividade apresentada contra as cepas de C. albicans
utilizadas neste trabalho, fica como alternativa a elaboracio de mais estudos e/ou
modifica¢des na molécula do glicosideo 2,3-insaturado para aperfeicoar seus efeitos contra

uma diversidade de fungos ou até mesmo contra outros microrganismos.
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6 CONCLUSAO

Diante de tudo, conclui-se que o glicosideo 2,3-insaturado apresentou atividade
antifingica contra as cepas de C. albicans ATCC 76615 e C. albicans ATCC 76485, com
CIM de 1024 pg/mL. Porém nio apresentou inibi¢do do crescimento das demais cepas nas
concentracoes em que foi testado. Sua associacdo com a anfotericina B, realizada pelo
método checkerboard, foi classificada como indiferente, ou seja, a substancia nao
interferiu na atividade da anfotericina B.

Desse modo, fica a alternativa da realizacdo de mais estudos e modificagdes na
molécula do glicosideo 2,3-insaturado, para aperfeicoamento da sua atividade contra

diversos fungos, especialmente aqueles mais prevalentes, como as espécies de Candida

SpPp-
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