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RESUMO

As infecgdes flngicas constituem um problema de saide mundial e o aumento do
nimero de doengas humanas causadas por fungos patogénicos é observado. Entre os muitos
tipos de infeccdes flingicas, os mais comuns sdo causadas por Candida spp., Aspergillus spp.
e Cryptococcus spp. A terapia antifingica disponivel para o tratamento dessas infec¢des é
restrita. Os triazdis, que juntamente aos imidazdis estdo inseridos na classe dos compostos
azodlicos, sdo os agentes antiflingicos mais utilizados devido ao seu alto indice terapéutico,
amplo espectro de atividade e perfil de seguranga mais favordvel. No entanto, a ampla
aplicacdo dos mesmos também levou a resisténcia grave aos medicamentos, o que reduziu
significativamente sua eficdcia clinica. Portanto, € altamente desejavel desenvolver uma nova
geracdo de agentes antifungicos triazdlicos. Dessa forma, o presente estudo teve como
objetivo analisar a atividade antifungica de compostos triazdlicos frente a Candida spp. Foi
determinada a Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM), a Concentracdo Fungicida Minima
(CFM) e realizada a associac@o desses compostos triazélicos com antifiingicos utilizados na
pratica clinica. A CIM variou de 64 pg/mL a 512 pg/mL, e a CFM também variou de 64
ug/mL a 512 pg/mL. A atividade da associacdo foi sinérgica para a associacdo da
Anfotericina B e a CS-03. Por isso, é possivel concluir que a classe dos triazélicos permanece

como uma fonte importante para o desenvolvimento de novos agentes antifingicos.

Palavras-chave: Antifungicos, Triazdlicos, Candida spp.



ABSTRACT

Fungal infections are a worldwide health problem and the increase in the number of
human diseases caused by pathogenic fungi is observed. Among the many types of fungal
infections, the most common are caused by Candida spp., Aspergillus spp. and Cryptococcus
spp. The antifungal therapy available for the treatment of these infections is limited.
Triazoles, which together with imidazoles are included in the class of azole compounds, are
the most used antifungal agents due to their high therapeutic index, broad spectrum of activity
and more favorable safety profile. However, their wide application has also led to severe drug
resistance, which has significantly reduced their clinical effectiveness. Therefore, it is highly
desirable to develop a new generation of triazole antifungal agents. Thus, the present study
aimed to analyze the antifungal activity of triazole compounds against Candida spp. The
Minimum Inhibitory Concentration (MIC), the Minimum Fungicide Concentration (MFC)
was determined and the association of these triazole compounds with antifungals used in
clinical practice was performed. The MIC ranged from 64 pg/mL to 512 ug/mL, and the CFM
also ranged from 64 pg/mL to 512 pg/mL. The association activity was synergistic for the
combination of Amphotericin B and CS-03. Therefore, it is possible to conclude that the

triazole class remains an important source for the development of new antifungal agents.

Key-words: Antifungals, Triazolics, Candida spp.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Associacdo com a Anfotericing B...........cccceriiiniiiiiiniiiiiicccceecee

Figura 2 Associacdo com a Caspofungina



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Resultados da CIM (€m IE/ML).....ccceoviiiiieiiiiiiieieeeie ettt 22
Tabela 2 Resultados da CFM (em p@/ML).......cccuiiiiiiiiiiieiiieie et 22

Tabela 3 Resultados da associac@o do novo triazélico com a Caspofungina e a Anfotericina B



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

pug — Micrograma

AIDS — Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
ATCC — American Type Culture Collection

CDC — Centros de Controle e Prevencao de Doencas
CFM - Concentrag@o Fungicida Minima

CIM - Concentragao Inibitéria Minima

DMSO — Dimetilsulféxido

FICI — Indice de Concentracio Inibitéria da Fragdo
HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana

mL — Mililitro

TTC -2, 3, 5 - Trifeniltetrazdlio

UFC — Unidades Formadoras de Col6nia



SUMARIO

INTRODUCAO

[—

[\

OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

2.2  Obijetivos especificos

FUNDAMENTACAO TEORICA

|

3.1 Candida spp

3.1.1 Caracteristicas gerais

3.1.2  Epidemiologia das infeccdes por Candida spp

3.2  Antifingicos sintéticos

3.3 Resisténcia de Candida spp. aos antifingicos disponiveis atualmente
3.4 Importancia de se estudar a associacdo entre farmacos

3.5 Desenvolvimento de novas moléculas

5 METODOLOGIA

5.1 Local de Trabalho

5.2 Meio de Culturas

5.3 Cepas Fungicas

5.4 Compostos Triazdlicas

5.5 Inéculo

5.6 Concentracio Inibitéria Minima (CIM)
5.7 Concentracdo Fungicida Minima (CFM)
5.8 Estudo de Associagdo

6 RESULTADOS E DISCUSSAO
7 CONCLUSAO

REFERENCIAS

11

13

13

13

14

14

14

14

15

17

18

18

19

19

19

19

20

20

20

20

20

21

25

26



11

1 INTRODUCAO

Infec¢des causadas por fungos aumentaram rapidamente e tornaram-se uma das
maiores preocupacdes para a saide humana. Entre vdrias espécies de fungos, Candida e
Aspergillus sdo considerados os patégenos flingicos mais comuns, responsdveis pela maioria
das infec¢des fingicas que ocorrem em todo o mundo (NEHRA et al., 2021).

As infeccOes flngicas sdo um grave problema de saide publica. A incidéncia de
infeccdes flingicas em pacientes com outras doengas, incluindo Covid-19, estd associada a
micoses e mortalidade com risco de vida. As infeccdes fingicas podem incluir infeccdes
superficiais, cutaneas, subcutaneas, mucosas e sist€émicas com graus variados de gravidade
(REDDY et al., 2022).

As infecgdes flngicas constituem um problema de saide mundial e o aumento do
numero de doengas humanas causadas por fungos patogénicos é observado. Estas infec¢oes
estdo associadas a altas taxas de morbidade e mortalidade e sdo muito comuns em pacientes
imunocomprometidos como resultado de terapias agressivas (por exemplo, quimioterapia
antineoplésica, tratamento a longo prazo com corticosteroides ou transplante de orgaos) e
infec¢Oes imunossupressoras, como HIV/AIDS (CAMPOY; ADRIO, 2016; MEIRELLES et
al., 2016; LUKOWSKA-CHOJNACKA et al., 2016).

Organismos como Candida spp. fazem parte da microbiota humana que podem causar
infeccdes oportunistas em individuos e infeccdes potencialmente fatais (candidiase invasiva)
em pacientes imunocomprometidos, como pacientes com HIV, pacientes com céincer que
recebem quimioterapia e pacientes que recebem medicamentos imunossupressores (REDDY
et al., 2022). Os fatores de viruléncia de Candida facilitam a colonizacdo microbiana,
proliferagcdo e progressdo para periodontite; isso, devido a capacidade desses microrganismos
de coagregar com bactérias do biofilme dental e aderir as células epiteliais (LOMELI-
MARTINEZ et al., 2022).

A espécie considerada mais prevalente desse género é a C. albicans, porém a C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. lusitaniae e C. guilliermondii também se
destacam em estudos, sendo, portanto, de relevante interesse clinico (CERNAKOVA et al.,
2019). Uma vez que nos ultimos anos infec¢des causadas por essas espécies vém crescendo de
forma significativa, acometendo principalmente, individuos que estdo imunocomprometidos
(PILMIS et al., 2016; OZER, DURMAZ, YULA, 2016; MOTOA et al., 2016; REGINATTO
et al., 2020).

Infeccdes sistémicas causadas por Candida spp. estdo associadas com alta taxa de

morbimortalidade, maior tempo de internacdo e altos custos com assisténcia médica
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(REGINATTO et al.,, 2020). As infec¢Oes flngicas sistémicas sdo frequentemente
diagnosticadas tardiamente aumentando as taxas de mortalidade. Os Centros de Controle e
Prevencdo de Doengas (CDC) declararam de 20 a 24 de setembro de 2021 como a semana de
conscientizacio sobre doencas fingicas, para educar e destacar a importancia do diagndstico
precoce de infec¢des flingicas para aliviar os efeitos debilitantes (REDDY et al., 2022).

Os antifungicos existentes no mercado sido limitados, sendo necessdria a constante
busca por novos compostos bioativos que atuem em diferentes alvos terapéuticos. As classes
principais desses antiftingicos disponiveis sdo derivados azdlicos, equinocandinas, poli€nicos
e andlogos de nucleosideos (GUZZETTI et al., 2017).

O desenvolvimento de resisténcia aos antifingicos disponiveis (geralmente azdlicos)
também €é um fator alarmante. Os agentes antifingicos azdlicos comumente usados sao
fluconazol, itraconazol, miconazol e voriconazol, que apresentam atividade antifiingica de
amplo espectro. Os azdlicos tém atividades de amplo espectro contra a maioria das leveduras
e fungos filamentosos e sdo a droga de escolha para a quimioterapia por interferir no processo
de biossintese do ergosterol por meio de um mecanismo no qual o d&tomo heterociclico de
nitrogénio (N-4 do triazol) se liga ao d&tomo de ferro heme. No entanto, o uso crescente desses
antifiingicos levou ao aumento da resisténcia a esses medicamentos (SHAIKH et al., 2020).

Em comparacdo com o desenvolvimento de novas drogas antibacterianas, o
desenvolvimento de drogas antifiingicas é mais desafiador porque os fungos sdo organismos
eucariotos € muitos alvos potenciais para terapia também sdo encontrados em células
humanas com risco substancial de toxicidade do paciente (Campoy; Adrio, 2016).

Os heterociclos contendo tiazol tém atraido interesse continuo por causa de suas
atividades bioldgicas variadas, incluindo atividade antimicrobiana, anticancerigena,
antimalarica, antiviral e atividade do SNC. O anel triazol tem sido relatado como um
importante agente antifungico principalmente devido a sua capacidade de ligacdo de
hidrogénio, cariter dipolar moderado e alta estabilidade metabdlica. No entanto, o uso
prolongado de drogas antifingicas tem direcionado a um aumento da resisténcia a essas
drogas (NEHRA et al., 2021).

Com base nessas estimativas de estudo, € necessario fortalecer este campo de pesquisa
para desenvolver drogas antimicrobianas e antifingicas novas e relativamente eficazes.
Tratamentos com drogas padrdao como [-lactamicos, aminoglicosideos, tetraciclinas,
sulfonamidas, quinolinas e outros desenvolvidos durante o século 20, ndo conseguiram
controlar a resisténcia antimicrobiana emergente em alguns aspectos, persistindo a

transmissao ineficaz aos micrébios. Portanto, na quimica medicinal atual, hd uma necessidade
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urgente de projetar e desenvolver novas estratégias para construir uma nova geracao eficaz de
agentes antimicrobianos com diferentes mecanismos de trabalho para suprimir a resisténcia a

antibidticos para uso futuro (BITLA, et al., 2021).

Nesse sentido, o presente estudo buscou determinar a atividade antifingica de
compostos triazdlicos sintetizados na Universidade Federal de Campina Grande, campus
Cuité. Para tal, foram realizados testes para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM), Concentracao Fungicida Minima (CFM) e a atividade antifiingica da associacdo entre

antiftingicos utilizados na prética clinica e compostos triazélicos.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antiftingica de compostos triazélicos frente as cepas de Candida

Spp.

2.2 Objetivos especificos

® Determinar a Concentracio Inibitéria Minima e a Concentragdo Fungicida Minima de
triaz6licos contra Candida spp.;
e Avaliar a associacdo de antiftingicos ja utilizados na pratica clinica e compostos

triazolicos frente a Candida spp.



14

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Candida spp

3.1.1 Caracteristicas gerais

O género Candida, pertence ao reino Fungi, filo Ascomytota, classe
Hemiascomycetes, ordem Saccharomyces, familia Saccharomycetacea, estes microrganismos
compreendem cerca de 200 espécies, apresentam-se como leveduras, podendo ser
polimérficos. Normalmente, encontra-se vivendo em condigdes saprofitas (GARCIA,
SIQUEIRA, 1988; YAPAR, 2014; SULE et al, 2019).

Esse género é composto por leveduras que se apresentam ovoides ou globosas,
alongadas ou cilindricas, geralmente ndo apiculadas, ogivais ou em forma de frasco, sua
reproducdo acontece por brotamento multipolar. O pseudomicélio que se forma é encontrado
na maior parte das espécies, diferenciado em pseudo-hifa e blastosporos. Clamiddsporos e
micélio verdadeiro, também podem ser formados. Macroscopicamente tem por caracteristicas,
consisténcia cremosa, brilhante ou opaca, com colora¢do branca a creme (DIGNANI et al.,
2003; DOI et al., 2016; GUPTA, GUPTA, 2017; GORTHI, 2019).

Espécies do género Candida residem como comensais, fazem parte da microbiota
normal da cavidade oral, da vagina, da uretra, do trato grastrointestinal e dos pulmdes de
individuos sadios. No entanto, essas leveduras podem tornar-se patogénicas, quando ocorre
ruptura desse equilibrio com o hospedeiro ou o sistema imune deste encontra-se
comprometido (MIOTTO et al., 2004; MONGE et al., 2006; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010;
SPAMPINATO; LEONARDI, 2013; LIPKE, 2018; TEDILA et al., 2019).

3.1.2 Epidemiologia das infeccoes por Candida spp

Considerada uma espécie patogénica, a C. albicans é frequentemente isolada nos seres
humanos com relagdo a infec¢des flingicas, associada em até 50% dos casos desse tipo de
infeccdo (MONTERO et al., 2012; PEMAN et al., 2012).

Nos ultimos anos, infec¢Oes fungicas sistémicas com risco de vida para o paciente
tornaram-se cada vez mais comuns, especialmente em hospedeiros imunocomprometidos que
sofrem de tuberculose, cancer ou AIDS e em casos de transplante de 6érgaos (SHAIKH et al.,

2020).
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Segundo estudos realizados, cerca de 4 milhdes de pessoas no Brasil t€ém infeccdes
fingicas a cada ano. Desse total, 2,8 milhdes sdo infec¢des causadas por Candida, que
acometem principalmente pessoas com defesas orgénicas enfraquecidas em razdo do uso de
medicamentos contra rejeicdo de 6rgdos transplantados, cancer, AIDS, do uso intensivo de
antibidticos ou de procedimentos invasivos como sondas e cateteres em unidades de terapia
intensiva (UTI) (FIORANTI, 2016; CERNAKOVA et al., 2019).

Estimativas globais mostram que anualmente surjam em média, 700 mil casos de
Candida spp. invasiva, no entanto, esse valor pode ser ainda maior devido as falhas de
diagndstico em muitos casos. Por muito tempo infec¢des fungicas foram negligenciadas pelos
orgdos publicos e privados de satide, pois atingiam um grupo de risco restrito ja acometido
por outras doencas, mas com o passar do tempo a epidemiologia dessas infeccdes invasivas
tem mudado, a populacdo de pacientes com outras comorbidades tem expandido, atingindo
pacientes transplantados, infectados com HIV, com cancer, com sistema imunoldgico
suprimido, idosos, bebés prematuros e aqueles submetidos a cirurgias invasivas
(BONGOMIN et al., 2017).

Embora causem mais de 1,5 milhoes de mortes ao redor do mundo, uma taxa maior
que a das mortes provocadas por maldria e tuberculose, as infec¢cdes fuingicas continuam
sendo negligenciadas, diante esse cendrio a criacdo de novos fdrmacos, melhorias nas técnicas

de diagnostico e tratamento sdo fundamentais (GIACOMAZZI et al., 2016).

3.2 Antifiingicos sintéticos

O arsenal antifingico limitado e a resisténcia bem documentada contra os agentes
antifingicos disponiveis impulsionam a necessidade de desenvolvimento de estratégias
alternativas e eficazes para combater infec¢Oes flingicas. Sendo os fungos eucaridticos, as
drogas antifiingicas podem apresentar toxicidade ao hospedeiro. Assim, a citotoxicidade em
mamiferos de agentes antifingicos prospectivos € um critério importante no desenvolvimento
de drogas. Virias estratégias t€m sido propostas para o desenvolvimento de terapias
antifingicas eficazes. A principal abordagem € o desenvolvimento de novos agentes

especificos para células fungicas (REDDY et al., 2022).
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As classes principais de antifingicos utilizados para o tratamento de infeccdes por
Candida spp. sao os poliénicos (anfotericina B e nistatina), que atuam na membrana celular
fingica; azdis (fluconazol, miconazol, itraconazol, posaconazol, voriconazol, cetoconazol)
atuam em uma das enzimas relacionadas a biossintese do ergosterol conhecido como um
componente da membrana celular fingica; e equinocandinas (caspofungina, anidulafungina e
micafungina) que agem na enzima [-1,3-D-glucano sintase da parede celular do fungo
(MARSH, MARTIN, 2005; RODRIGUES et al., 2014; MAUBON et al., 2014; VIEIRA,
SANTOS, 2017).

Pertencente ao grupo dos poliénicos, a anfotericina B € indicada para formas graves de
doenga invasiva. Sao moléculas que atuam na membrana celular fungica, onde possui grande
avidez pelo ergosterol, justificando assim sua especificidade. Como bem, interferem no
processo de permeabilidade e com as funcOes de transporte pela sua capacidade de formar
grandes poros na membrana causando distirbios graves no equilibrio idnico, com perda de
K+ extracelular, além de utilizar multiplas vias de sinalizac¢do intracelular para inducio da
morte da levedura (RANG et al., 2011; CHUDZIK et al., 2015).

Os azodlicos sdo agentes fungistaticos sintéticos com amplo espectro de atividade,
baseados nos ntcleos triazol ou imidazol. Atuam inibindo a enzima fingica lanosina-14a-
desmetilase, que € responsdavel pela conversio de lanosterol em ergosterol, afetando
diretamente a fluidez da membrana e nas enzimas ligadas a esta. No caso de infeccao
invasiva, um dos mais utilizados € o fluconazol, este sendo um antifiingico triazélico que
alcanca grandes concentragdes no liquido cefalorraquidiano, podendo ser a primeira opc¢ao
nos casos de meningite flingica, bem como alcanca também boas concentracdes no humor
vitreo, saliva, pele, unhas e tecido vaginal (RANG et al., 2011; CHUDZIK et al., 2015).

Apesar da sua eficidcia e ser considerada “padrdo ouro” para o tratamento de
candidiase, a anfotericina B apresenta alto grau de toxicidade, na maioria dos pacientes que
iniciam a farmacoterapia com este medicamento, além disso, pode provocar alguns efeitos
adversos provenientes da infusdo, podendo ser, tremores, febre, cefaleia e calafrios. (RANG,

2012; JANOUT et al., 2015).



17

3.3 Resisténcia de Candida spp. aos antifingicos disponiveis atualmente

O desenvolvimento de resisténcia em patégenos flngicos aos medicamentos
disponiveis é um problema clinico emergente na terapia antiflingica. Vdrios fatores
hospedeiros, flngicos e ambientais influenciam o desenvolvimento da resisténcia.
Plasticidade fenotipica adaptativa, mutacdes em genes-alvo seguidas de selecdo, aneuploidia
cromossOmica, reproducdo sexual e transferéncia horizontal de genes sdo as forcas motrizes
para o surgimento de resisténcia antifingica (REDDY et al., 2022).

O uso profildtico de antiftingicos azdlicos, particularmente o fluconazol, desde o final
da década de 1990, reduziu significativamente a incidéncia e mortalidade de infec¢des
sist€émicas por Candida. No entanto, como consequéncia, levou a uma mudanca de infec¢des
sensiveis ao fluconazol para infec¢des resistentes ao fluconazol (AHMADI et al., 2019).

Ao longo dos ultimos anos a Candida spp. passou por uma mudanca na epidemiologia,
com um aumento de espécies ndo albicans em pacientes admitidos em UTI’s, isso pode estar
relacionado ao uso abusivo e indiscriminado de antifliingicos e antibidticos, que causam uma
reducdo na sensibilidade das cepas aos farmacos (COLOMBO; GUIMARAES, 2007;
GABARDI et al., 2016).

Moreira e colaboradores (2017) encontraram em seus estudos que as cepas de Candida
spp. isoladas apresentaram um indice alto de resisténcia aos antiftingicos azdlicos (Miconazol
e Fluconazol) estes sendo alguns dos antifingicos mais utilizados no controle dessas
leveduras.

A ascensdo da resisténcia de Candida spp., destaca a necessidade de novas moléculas,
com novos alvos e novas fontes para o tratamento da candidiase. Esse fato constitui um
problema de satde, tendo em vista que constantemente t€m surgido relatos de identificacdo de
cepas fungicas resistentes a varios farmacos tradicionalmente empregados na terap€utica, em
especial as espécies ndo albicans cujo nimero de casos de resisténcia ao fluconazol, e outros
derivados azélicos, amplamente utilizados em nivel hospitalar com finalidade profilatica ou
de manutencdo, vem aumentando significativamente (PERLIN, 2015; LOCKHART et al.,
2017 RODRIGUES et al., 2018).
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3.4 Importancia de se estudar a associaciao entre farmacos

Em comparacdo com a monoterapia baseada em um tnico medicamento, a terapia
combinada sinérgica aumenta a eficicia do medicamento e reduz o surgimento de resisténcia
ao medicamento. Vdrios estudos in vitro e in vivo relataram a eficdcia de abordagens
combinatdrias no tratamento de infec¢des fungicas. A atividade sinérgica em abordagens
combinatdrias € alcancada pelo uso de combinagdes de drogas que possuem diferentes alvos
celulares ou pelo aumento da biodisponibilidade. Os medicamentos usados na terapia
combinada sdo a combinacdo de dois medicamentos antifingicos conhecidos ou a
combinacdo de um medicamento antifingico com um medicamento ndo antifingico. As
drogas ndo antifiingicas em terapia combinada tém como objetivo melhorar a eficdcia das
drogas antifingicas (REDDY et al., 2022).

A associagdo entre diferentes antiftiingicos viabilizam uma terapia de éxito em relacdo
as monoterapias. Infeccdes fungicas estdo cada vez mais prevalentes, sendo caracterizadas
pelo surgimento de novas cepas multi-resistentes, com isso surge a necessidade de
desenvolver outras alternativas terapéuticas e/ou adjuvantes para as infecc¢Oes sistémicas.
Sendo assim, alguns trabalhos de pesquisa tém direcionado seu foco para a avaliacio
antifingica de produtos de origem natural utilizados em associa¢io a firmacos convencionais
contra cepas resistentes de Candida e isoladamente, permitindo um horizonte de novos
estudos e promissoras possibilidades na descoberta de novos tratamentos (HAN et al., 2016).

Antifungicos com diferentes mecanismos de a¢do pode representar uma alternativa
terapéutica vélida e eficaz. Teoricamente, a interacao entre dois farmacos pode potencializar a
atividade antifingica de ambos, diminuindo a concentragdo dos mesmos, a duracdo do
tratamento e consequentemente a emergéncia de resisténcias. Sendo uma vantagem da
associacdo o amplo espectro de acdo dos antimicrobianos e prevencao de microrganismos

resistentes (MUKHERIEE et al, 2005; SPADER, 2017).

3.5 Desenvolvimento de novas moléculas
Diante disso, mesmo com tantos antifiingicos de uso tépico e sistémico presentes no
mercado, essa progressiva resisténcia aos agentes infecciosos tem influenciado muitos

pesquisadores a buscar por novas alternativas de tratamento (SANTOS et al., 2017).
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O uso incoerente e, de certa forma, indiscriminado dos antimicrobianos também tem
sido uma razdo 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 em
termos de eficdcia relacionada a resisténcia quanto em relacdo a interacdes medicamentosas
(WIEDERHOLD, 2017).

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

As novas op¢des de medicamentos antiflingicos necessitam dispor de um amplo
espectro de acdo contra fungos, apresentar um melhor perfil farmacocinético para diminuir a
periodicidade de dosagem, expor da possibilidade de administracio oral e parenteral, conter

poucos efeitos adversos e interacdes medicamentosas (SALCI et al., 2018).

S METODOLOGIA

5.1 Local de Trabalho

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Bioquimica (JO8) da Universidade Federal
de Campina Grande, Centro de Educacdo e Satde, Campus Cuité-PB. No qual foram
conduzidos experimentos para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima e da

Concentracdo Fungicida Minima; Estudo de Associacdo, utilizando o método de

Checkerboard.

5.2 Meio de Culturas
Foi utilizado o Sabouraud Dextrose Broth solubilizado com 4&4gua destilada e

esterilizado em autoclave, a 121°C por 15 minutos, conforme orientagdes do fabricante.

5.3 Cepas Fungicas

Para a realizacdo do trabalho, foram utilizadas as cepas ATCC (American Type
Culture Collection) de Candida albicans (ATCC 76485), Candida glabrata (ATCC 90030),
Candida tropicalis (ATCC 13803), Candida parapsilosis (ATCC 22019).
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5.4 Compostos Triazolicas
Os compostos triazdlicos testados foram o CS-01, CS-02, CS-03, CS-04, CS-05, CS-
06, CS-07, CS-08, CS-10, CS-11, CS-14, CS-15, CS-16, CS-18, CS-19 e CS-20 gentilmente

cedidos pelo professor Dr. Juliano Rufino.

5.5 Iné6culo
O ind6culo foi preparado em solucdo salina a 0,9% e ajustado na escala de 0,5 Mc

Farland (1-5.10° UFC/mL).

5.6 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima dos triazdlicos foi realizada pela
técnica de microdilui¢do. Inicialmente, 150uL de Sabouraud Dextrose Broth foram
distribuidos em placas de 96 pocos. Em seguida, 150ul da solucdo triazélica foram
transferidos para o primeiro pogo a uma concentragdo inicial de 512ug/mL, que foi diluido
em série pela remocdo de uma aliquota de 150uL do po¢co mais concentrado para o proximo
poco. Aliquotas de 15uL do indculo apropriado para cada linhagem testada foram distribuidas
nos pogos de cada coluna da placa (DIAS et al., 2017). Apods isso as placas foram colocadas
em uma estufa na temperatura de 36°C durante um periodo de 24 horas. Passado esse tempo
as placas foram retiradas da estufa e assim realizada a leitura dos resultados com base no
crescimento dos controles. A CIM foi definida como a menor concentragdo de substincia

capaz de inibir o crescimento.

5.7 Concentracao Fungicida Minima (CFM)

Para a determina¢do da CFM adicionou-se Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) em
todos os pocos € em seguida as placas foram levadas a estufa durante um periodo de 5 horas a
uma temperatura de 36°C. No momento em que forem retiradas da estufa foi realizada a
leitura com base no crescimento dos controles, no qual o controle positivo apresentou uma
coloragdo vermelha e o negativo a coloracdo do caldo. Essa coloracdo vermelha apresentada
no controle positivo revela a atividade das enzimas desidrogenases. Assim, este método
distingue amostras vivas, coradas em vermelho, de amostras ndo vidveis, que mantém sua cor

(DIAS et al., 2017).

5.8 Estudo de Associacao

A investigacdo in vitro da interacdo entre a Caspofungina e a Anfotericina B com o
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triazélico, contra Candida albicans (ATCC 76485), teve sua avaliacdo através do método de
Checkerboard. Tal método consiste na realizacdo de uma diluicdo seriada em tubos de ensaio,
no qual de um tubo contendo 2mL, de solucdo das drogas, foi retirado uma aliquota de 1mL e
transferida para um outro tubo que ja conterd ImL de dgua destilada estéril, sendo assim as
concentracoes testadas para Caspofungina, Anfotericina B e o triazélico variaram de CIMx4 a
CIM/8. A etapa seguinte consistiu na distribuicdo de 50uL da solu¢do de Caspofungina e
Anfotericina B, e 50uL da solugdo triazdlica, em micropogos que ja continham 100pL de
Sabouraud Dextrose Broth, de forma que todas as concentragdes da Caspofungina e da
Anfotericina B foram combinadas com todas as concentragdes do triazélico (destinou-se uma
microplaca para cada uma das associagdes, Caspofungina x Triazélico e Anfotericina B x
Triazoélico). Por fim a cada um dos pogos foi adicionado 20uL de indculo, 6 pogos foram
destinadas para o controle positivo (In6culo + Caldo) e negativo (Caldo), e em seguida essas

placas foram incubadas por 24h a 36 °C.

A natureza das interacdes foi avaliada pelo célculo do indice de concentracio

inibitéria da fragdo (FICI). O FICI foi calculado pela férmula:
FICI = (FLCc/FLCa) + (FENc/FENa)

Onde FLCc € a CIM da Caspofungina ou do Anfotericina B em combinagdo, FENc € a
CIM do triazélico em combinagdo, FLCa é a CIM da Caspofungina ou do Anfotericina B
sozinha e FENa é a CIM do triazdlico sozinho. A interagdo foi considerada sinérgica se o
FICI for < 0,5, parcial sinérgico se FICI for > 0,5 e < 1, aditivo se FICI for = 1, ndo houvesse

diferenca se o FICI for > 1 e <4 e antagonico se o FICI for > 4,0 (BASSYOUNI et al., 2018).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, para se observar a existéncia ou nao de atividade antifungica perante as
cepas de Candida, foram realizados testes para determinar a CIM e a CFM. Os resultados
obtidos estdo representados na Tabela 1 e 2, e por meio deles foi possivel observar que os
novos compostos triazélicos apresentaram atividade fungistdtica e fungicida em diferentes
concentragdes, podendo destacar a atividade inibitdria da substancia CS-03, na concentracdo

de 64pg/mL, para a cepa de Candida tropicalis.



Tabela 1: Resultados das Concentragdes Inibitérias Minimas dos Compostos Triazdlicos

frente as cepas de Candida spp. (em pg/mL).

Triagglicos Candida Candida Candida Candida
albicans glabrata tropicalis parapsilosis
CS-01 512 SCIM SCIM 512
CS-02 512 SCIM SCIM 512
CS-03 128 128 64 256
CS-04 512 SCIM SCIM 512
CS-05 512 SCIM SCIM 512
CS-06 512 SCIM SCIM 512
CS-07 512 SCIM SCIM 512
CS-08 512 SCIM SCIM 512
CS-10 SCIM SCIM SCIM SCIM
CS-11 SCIM SCIM SCIM SCIM
CS-14 SCIM SCIM SCIM SCIM
CS-15 512 SCIM SCIM 512
CS-16 SCIM SCIM SCIM SCIM
CS-18 512 512 SCIM 512
CS-19 SCIM SCIM SCIM SCIM
CS-20 SCIM SCIM SCIM SCIM

* SCIM = Sem CIM nas concentracOes testadas.

Tabela 2: Resultados das Concentragdes Fungicidas Minimas dos Compostos Triazdlicos

frente as cepas de Candida spp. (em pg/mL).

Candida Candida Candida Candida
Triazolicos
albicans glabrata tropicalis parapsilosis
CS-01 512 SCFM SCFM 512
CS-02 512 SCFM SCFM 512
CS-03 256 128 128 512
CS-04 512 SCFM SCFM 512

22
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CS-05 512 SCFM SCFM 512
CS-06 512 SCFM SCFM 512
CS-07 512 SCFM SCFM 512
CS-08 512 SCFM SCFM 512
CS-10 SCFM SCFM SCFM SCFM
CS-11 SCFM SCFM SCFM SCFM
CS-14 SCFM SCFM SCFM SCFM
CS-15 512 512 512 512
CS-16 SCFM SCFM SCFM SCFM
CS-18 512 512 SCFM 512
CS-19 SCFM SCFM SCFM SCFM
CS-20 SCFM SCFM SCFM SCFM

*SCFM = Sem CFM nas concentracdes testadas.

N

Além dos medicamentos pertencentes a classe dos triazdlicos ja existentes no
mercado, na literatura ha também vdrios relatos sobre a eficidcia de novos compostos
triazélicos na inibicdo do crescimento de diversos fungos. Segundo Tingjunhong Nia e
colaboradores (2018), em seus estudos, com novos derivados triazolicos contendo cadeias
laterais de alcinilo, duas substincias exibiram atividade superior ao Fluconazol e
Ravuconazol, e atividade compardvel ao Voriconazol com valores de CIM80 variando de

0,0156 a 0,5 ug/mL contra todos os fungos testados.

Zhigan Jiang e colaboradores (2014) em seu trabalho, novos derivados triazélicos
contendo cadeias laterais de 1,2,3-triazol-piperidina substituidas, relata que algumas de suas
substancias mostraram boa atividade inibitéria contra Candida albicans e Candida
neoformans, de tal forma que possuiam melhor atividade contra Candida albicans do que o
Fluconazol e o Itraconazol. Mas em contrapartida demostraram diminui¢do da atividade

inibitdria contra as espécies Candida parapsilosis e Candida glabrata.

Os ensaios realizados utilizando o método de Checkerboard demonstraram que o novo
triazolico apresenta-se sinérgico a Anfotericina B e antagbnico a Caspofungina, resultados
revelados por meio do cdlculo do indice de concentracdo inibitéria da fracdao (FICI), que
possui seus valores representados na Tabela 3. Os resultados do experimento também podem
ser observados na Figura 1 e 2, no qual visualmente podemos utilizar os controles positivos e

negativos como parametro.
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Tabela 3: Resultados da associagdo do novo triazélico com a Caspofungina e a Anfotericina B

frente as cepas de Candida albicans.

Microrganismo Substancia testada CIM (em pg/mL) FICI Resultado

Sozinha /

Combinada

0,25
Candida albicans Caspofungina . 4,125 Antagdnico

1
Anfotericina B 0,25 Sinérgico
0,125

* Foi considerado sinérgico se o FICI fosse < 0,5 e antagdnico se o FICI fosse > 4,0.

Figura 1: Associag¢dao do CS-03 Figura 2: Associac¢do do CS-03

com a Anfotericina com a Caspofungina.

§1assEssEsy)

Ahmadi e colaboradores (2019) em seu trabalho, Sinergia in vitro de equinocandinas
com triazdis contra isolados do complexo de Candida parapsilosis resistentes ao fluconazol,
relata que um método alternativo para o tratamento de casos resistentes € o uso de uma
combinacdo de duas drogas com diferentes mecanismos de a¢do que necessita de estudos in
vitro. Seu estudo demonstrou que a atividade antifingica de triazdis (itraconazol, fluconazol)

combinado com equinocandinas (anidulafungina, micafungina) foi determinada em isolados
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do complexo C. parapsilosis resistentes ao fluconazol. Seus resultados mostraram sinergismo

para todas as combinagdes.

Chassot e colaboradores (2019), em um estudo realizado em 2019 investigaram as
combinacdes de anfotericina B, fluconazol, voriconazol e flucitosina contra cepas de C.
parapsilosis sensiveis e resistentes a equinocandina e seus resultados revelaram que a maioria

das interacdes foi indiferente.



26

7 CONCLUSAO

A andlise dos resultados desse estudo indicou que dentre os compostos testados, o
composto triazélico CS-03 apresentou atividade inibitéria e fungicida contra as cepas de
Candida testadas, reforcando que a classe dos triazélicos permanece como uma fonte
importante para o desenvolvimento de novos agentes antifingicos. A reduc¢do da CIM da
Anfotericina B, apresentada no estudo de associacdo, apresentou-se como um ponto bastante
positivo na explora¢do de potenciais terapias com multiplos farmacos. Por tanto, esse foi o
primeiro trabalho sobre a atividade antifingica do composto triazélico CS-03, e apresentou-se
promissor, podendo instigar pesquisadores a explorar o mecanismo de acdo e analisar seus

efeitos por completo.
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