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RESUMO

SANTOS, B. L. C. Estudo da atividade antifiingica da associacdo de Adutos de
Morita-Baylis-Hillman com antiftinficos sintéticos contra espécies de candida spp.
2018. Trabalho de Conclusdo de Curso (Gradua¢do em Farmdicia) — Universidade

Federal de Campina Grande, Cuité, 2018.

Os fungos do género Candida sao patogenos oportunistas, comumente encontrados na
microbiota normal humana, sendo a candidiase uma das micoses oportunistas mais
comuns em todo mundo, acometendo principalmente, imunocomprometidos. O objetivo
do presente estudo foi avaliar a atividade antifingica da associacdo do Aduto de Morita-
Baylis-Hillman com drogas sintéticas sobre espécies de Candida. Os ensaios para
determinar a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foram realizados através da técnica
de microdiluicdo, e os ensaios da associacdo foram realizados pela técnica de
checkboard. Os adutos de Morita-Baylis-Hillman, apresentaram atividade antifingica
frente cepas de Candida albicans e auséncia de atividade contra cepas de Candida nao-
albicans. Além disso, a associacdo do aduto de Morita-Baylis-Hillman com o
antifingico sintético caspofungina mostrou-se sinérgica, atividade importante devido a
busca de novas substancias que venham incrementar as opgdes de farmacoterapia,
ampliando o espectro de acdo de antibidticos, enquanto a associagdo com a anfotericina

B foi indiferente.

Palavras-chave: Candida, Adutos de Morita-Baylis-Hillman, Antifingicos sintéticos.



ABSTRACT

SANTOS, B. L. C. Study of the antifungal activity of the association of Morita-
Baylis-Hillman Adducts with synthetic antifungals on Candida species. 2018.

Course Completion Work (Graduation in Pharmacy) - Federal University of Campina

Grande, Cuité, 2018.

Candida fungi are opportunistic pathogens, commonly found in the normal human
microbiota, and candidiasis is one of the most common opportunistic mycoses
worldwide, mainly affecting immunocompromised individuals. The objective of the
present study was to evaluate the antifungal activity of the Morita-Baylis-Hillman
Adduct association with synthetic drugs on Candida species. The tests to determine the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) were performed using the microdilution
technique, and the association tests were performed using the checkboard technique.
Morita-Baylis-Hillman adducts showed antifungal activity against strains of Candida
albicans and absence of activity against strains of Candida non-albicans. In addition,
the association of the Morita-Baylis-Hillman adduct with the synthetic antifungal
caspofungin was synergistic, an important activity due to the search for new substances
that would increase the options of pharmacotherapy, increasing the spectrum of action

of antibiotics, while the association with amphotericin B was indifferent.

Key words: Candida, Morita-Baylis-Hillman Adducts, Synthetic antifungals.
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1 INTRODUCAO

Candida spp sdo patégenos comensais € oportunistas na presenca de fatores
predispostos (PEIXOTO et al., 2016) e sio comumente encontrados na microbiota
normal, colonizando vagina, boca e trato gastrintestinal por exemplo (TAYEL et al.,
2010; GOULART et al., 2016). Infec¢cdes causadas por espécies desse género vem
crescendo rapidamente nos udltimos anos, sendo a candidiase uma das micoses
oportunistas mais comuns em todo o mundo, acometendo principalmente, individuos
imunocomprometidos e caracterizada pela dificuldade de diagndstico e tratamento

(PILMIS et al., 2016; OZER, DURMAZ, YULA, 2016; MOTOA et al., 2016).

Dentre as infeccdes causadas por esta espécie, a candidiase oral é uma infeccao
com alta incidéncia e prevaléncia em diferentes populacdes em todo o mundo
(SKUPIEN et al., 2013). As infec¢des do trato urindrio sdo comumente causadas por
Candida albicans embora a frequéncia de espécies de Candida nao-albicans causando
essas infec¢des venha aumentando (OZER, DURMAZ, YULA, 2016). Além disso,
essas espécies sdo capazes de causar infec¢Oes intestinais, de pele e candidemia

(COLOMBO, GUIMARAES, 2003).

Os fungos apresentam mecanismos que tem como principal func¢io evitar a sua
identificacdo pelo sistema de defesa do hospedeiro, possibilitando o surgimento da
infeccdo, sdo eles os fatores de viruléncia. Esses fatores s3o determinados
geneticamente, porém expressos quando em determinadas condi¢des (TAMURA et al.,
2007). Dentre os fatores de viruléncia de Candida podemos citar a producdo de enzimas
extracelulares como fosfolipases e proteinases, atividade hemolitica, capacidade de
adesdo, variabilidade genotipica, switching fenotipico, formacdo de biofilme e
polimorfismo que contribuem para sua patogenicidade (MEZZARI, 2004; TAMURA et
al., 2007; RORIG, COLACITE, ABEGG, 2009; JOTHIPRAKASAM et al., 2016;
GIONGO et al., 2016; ZARDO, PEIXOTO et al., 2016).

O numero de fungos resistentes a terapia fornecida véem crescendo

significativamente, assim como as infec¢des causadas por estes. Dessa maneira, as
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espécies de Candida, vem apresentando resisténcia a antifingicos como anfotericina B,
anidulafungina, fluconazol e itraconazol (ABRANTES, MCARTHUR, AFRICA, 2014).

Nos ultimos anos, tem aumentado o esfor¢o para descoberta de novos agentes,
com baixa toxicidade para o hospedeiro, para combater infec¢des flngicas, assim, o
estudo de novas drogas potenciais a firmacos mostra-se necessario. Adutos de Morita-
Baylis-Hillman s3o compostos adquiridos através da condensacdo de aldeidos ou
cetonas a alcenos ligados a um grupo retirador de elétrons, em presenga de uma amina
tercidria como catalisador nucleofilico, os quais vem apresentando diversas atividades
biolégicas como antifiingica e antiparasitiria (BASAVAIAH, RAO, REDDY, 2007;
DAS et al., 2007; LIMA-JUNIOR, VASCONCELLOS, 2012;).

Dessa maneira, a descoberta de novas substdncias com potenciais aplicacdes,
contribuem para a sintese de substincias bioativas, inclusive farmacos, os quais sdo
utilizados para melhorar a saude e consequentemente qualidade de vida da populacdo

(BARBOSA, et al., 2017).

13



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade de adutos de Morita- Baylis-
Hillman sozinhos e em combinacdo com a caspofungina e com a anfotericina B contra

espécies de Candida spp.

2.2 Objetivos especificos

= determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da  anfotericina B e da
caspofungina contra espécias de Candida spp;

= determinar a Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM) dos Adutos de Morita-
Baylis-Hillman contra espécias de Candida spp e

= determinar o padrdo de atividade antifingica da associacdo dos Adutos de
Morita-Baylis-Hillman com a anfotericina B e a caspofungina, através do

método de Checkerboard contra espécias de Candida spp.

14



3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Candida spp

3.1.1 Caracteristicas gerais

Os fungos sdo micro-organismos unicelulares ou pluricelulares e heterétrofos.
Dentre eles, destaca-se o género Candida, onde o mesmo pertence ao reino Fungi, filo
Ascomytota, classe Hemiascomycetes, ordem Saccharomyces (DIEZMANN et al.,
2014), compreende cerca de 200 espécies, estes micro-organismos apresentam-se como
leveduras, podendo ser polimérficos. Sdo normalmente encontrados vivendo em

condig¢des saprofitas (GARCIA, SIQUEIRA, 1988, YAPAR, 2014).

Quanto ao mecanismo de reproducdo os fungos apresentam dois, assexuada por
brotamento ou fissdo (GIOLO, SVIDZINSKI, 2010) e sexuada, onde as espécies de
Candida se reproduzem de forma assexuada por brotamento (GOW, 2013). As coldnias
dessas espécies podem apresentar-se como lisa ou rugosa, umida, brilhante e de
coloragcdo branca a creme-amarelada, sendo ovais, elipticas ou cilindricas. Quanto os
micro-organismos apresentam-se com média de didmetro de 3 a 5 um de comprimento

(LOPEZ-MARTINEZ, 2010; SILVA et al., 2012).

3.1.2 Habitat

Espécies do género Candida compdem a microbiota normal humana, apresentando
ampla distribui¢do a exemplo, cavidade oral, cavidade bucal, cavidade vaginal, e trato

gastrointestinal (TAYEL et al., 2010; GOULART et al., 2016).

3.1.3 Fatores de viruléncia

Estas leveduras tem seu potencial patogénico conhecido, no qual sua patogenicidade
¢ atribuida aos fatores de viruléncia, que sdo mecanismos que tem como principal
funcdo evitar a sua identificac@o pelo sistema de defesa do hospedeiro (DIGNANI et al.,
2003). Os fatores de viruléncia sdo determinados geneticamente, porém expressos

quando em determinadas condi¢des (TAMURA et al., 2007)

Dentre estes mecanismos encontram-se a capacidade de aderéncia a diferentes

mucosas e epitélios, o polimorfismo com formacdo de hifas, a 37°C, que auxiliam a
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invasao tissular, a termotolerancia significativa, e a produc¢do de enzimas extracelulares
como proteinases e fosfolipases, atividade hemolitica, variabilidade genotipica,
switching fenotipico, formacdo de biofilme (DIGNANI et al., 2003, MEZZARI, 2004;
TAMURA et al., 2007; RORIG, COLACITE, ABEGG, 2009; JOTHIPRAKASAM et
al., 2016; GIONGO et al., 2016; ZARDO, PEIXOTO et al., 2016).

3.2 Candidiase

3.2.1 Caracteristicas

Embora componham a microbiota normal, os fungos do género Candida em
situagdes de imunossupressdo, como doencas autoimunes, rejeicdo de transplante,
alergias, estresse, deficiéncia nutricional e utilizacdo de imunossupressores, podem
apresentar-se como patégenos (NORBERG et al., 2015; RAIMUNDO, DE TOLEDO,
2018), a descoberta do mesmo como patogeno foi realizada por Langenbeck, em 1839
ap6s isolar um micro-organismo da afta bucal de um paciente (SIDRIM, ROCHA,

2004).

As infecgdes causadas por Candida spp, podem ser classificadas como superficiais e
sistémicas, sendo mais comuns as micoses superficiais. Algumas dessas, apresentam-se
com sintomatologia branda em pacientes sauddveis. No entanto, infeccdes sist€émicas
podem alcancar a corrente sanguinea, atingindo 6rgdos e consequentemente gerando

complicagdes infecciosas (DIGNANI, SOLOMKIN, ANAISSIE, 2003).

Em casos de infec¢des por fungos do género Candida, a Candida albicans é a mais
comumente isolada, as referéncias de isolamento variam de 40% dos casos em paises da
América Latina, até 70% em alguns paises nordicos. (SANDVEN, 2000; COLOMBO;
GUIMARAES, 2003; TORTORANO et al., 2006; PFALLER; DIEKEMA, 2007).
Dentre as candidiases, a candidiase oral destaca-se devido a sua alta incidéncia e

prevaléncia no mundo (SKUPIEN et al., 2013).

Nos ultimos anos, a incidéncia de Candida albicans vem diminuindo, dando espaco
as infec¢Oes causadas por C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis e C. parapsilosis

(YAPAR, 2014; GUINEA, 2014).
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3.2.2 Fatores de risco

Estudos experimentais tem demonstrado que alguns fatores sdo fundamentais para a
instalacdo e permanéncia da infeccdo fingica. Dentre os fatores predisponentes mais
comuns, encontram-se: imunossupressao, xerostomia, uso de préteses, respiracdo bucal,
alteracdes enddcrinas, discrasias sanguineas, uso de aparelhos ortodonticos,
quimioterapia, sondas, diabetes, antibioticoterapia, queimaduras extensas e cateter

(MCCARTY, PAPPAS, 2016; PEMAM, QUINDOS, 2016).

3.3 Antifiingicos sintéticos

3.3.1 Farmacoterapia utilizada na candidiase

O tratamento de candidiase € feito através da utilizacdo de antifingicos, que sdao
divididos em classes, sendo as trés principais os azdlicos, os poliénicos e as
equinocandinas. Os azdlicos, a exemplo o fluconazol, atuam inibindo a atividade da
enzima lanosterol 14-o-desmetilase responsdvel pela biossintese de ergosterol, levando
a acumulacdo de um esterol toxico (14-a-metil-3,6-diol) e a perda da integridade da

membrana (Figura 1) (DEORUKHKAR, SAINI, 2015).

Figura 1. Representacio do mecanismo de acdo dos antifiingicos azdlicos.

A B - C

WOLLLILLIGLILLIILIOLLLLLL

Legenda:
ﬂ - Fosfolipideo " - Ergosterol . - Farmaco (azélico) . - Esterol toxico
=

@mm - Parede fingica U - Enzima (lanosterol 14-a-desmetilase)

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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Os poliénicos, anfotericina B, atuam ligando-se ao ergosterol e interferem com os
poros transmembranares, aumentando a permeabilidade da membrana provocando a

morte celular fingica por perda dos seus componentes (Figura 2) (GROVER, 2010).

Figura 2. Representagdo do mecanismo de a¢do dos antifiingicos poliénicos.

A B €

M@ T @ T T

ﬂ - Fosfolipideo " - Ergosterol

' - Farmaco (poliénico) ‘ I ' - Alteracdo da permeabilidade

=

I - Parede fingica

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Por fim, as equinocandinas, caspofungina, exercem seu mecanismo de acao através
da inibicao de forma nido-competitiva a enzima B (1,3) -D-glucano sintetase, o que inibe
a sintese de B (1,3) -D-glucano e afeta a integridade da parede celular fiingica (Figura 3,

pagina 19) (SPAMPINATO, LEONARDI, 2013).
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Figura 3. Representagdo do mecanismo de acio dos antifiingicos equinocandinas.

A B C
e 0000 0000 0000  eeee R ——

QUL QLI @LULLL

Legenda:

” - Fosfolipideo - Ergosterol
. - Farmaco (equinocandina) U - Enzima (B (1, 3) glucano sintetase)

=

A

I - Parede flingica

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

3.3.2 Resisténcia fungica a farmacoterapia

Ao longo dos anos, vem sendo relatado na literatura o aumento da resisténcia
fingica a farmacoterapia utilizada. Dentre estes, estudos relatam a resisténcia de fungos
do género Candida as principais classes de farmaco utilizadas na terap€utica, que sao
elas, azolicos, poliénicos e equinocandinas (WINGARD, 1995; SANGLARD, ODDS,
2002, MOTTA et al., 2016).

A resisténcia aos azoélicos, como o fluconazol, estd sendo atribuida a capacidade
do fungo realizar o efluxo do farmaco, através de bombas de efluxo, diminuindo a
concentracdo do mesmo, no sitio de acdo (COWEN, STEINBACH, 2008;
SANGUINETTI, POSTERARO, LASS-FLORL, 2015).

A resisténcia aos poliénicos como a anfotericina B, € atribuida a mutacdes no
gene ERG3, que participa da sintese do ergosterol, dessa maneira ocorre alteracdes nos

lipidios de membrana (CUENCA-ESTRELLA, 2010; MORIO et al., 2012)
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Por fim, a resisténcia as equinocandinas, caspofungina, estd relacionado com
mutacdes nos genes FKS que codificam a enzima f (1,3) -D-glucano sintetase, o que
leva a uma diminui¢@o da sua sensibilidade e falha terapéutica (CUENCA-ESTRELLA,
2010; BEYDA, LEWIS, GAREY, 2012).

3.4 Associacao de antifiingicos

A utilizacdo de dois ou mais fairmacos na terapia de infecgdes flingicas € comum na
pratica clinica, sendo util a descoberta de substancias antimicrobianas que combinadas
podem acarretar na potencializagdo do efeito (NIGHTINGALE et al., 2007). As
pesquisas por essas substancias podem demonstrar estratégias para o desenvolvimento
de novos farmacos e tem como objetivo ampliar o espectro de acdo. No entanto,
melhores resultados sdo encontrados quando o micro-organismo € sensivel a ambos

antimicrobianos (DRAGO et al., 2007).

A vantagem da associacdo consiste em ampliar o espectro de acdo dos
antimicrobianos e prevencdo de micro-organismos resistentes (SPADER, 2017). A
associacdo de substincias aos antifingicos podem promover maior eficicia de cada
droga, podendo entdo, diminuir a dose individual das mesmas. O checkerboard € umas
das técnicas mais utilizadas para avaliacdo in vitro dessa atividade (CUENCA-

ESTRELLA, 2004).

3.5 Adutos de Morita-Baylis-Hilman

Adutos de Morita-Baylis-Hillman s3o moléculas sintéticas, polifuncionalizadas,
adquiridas através da condensacdo de aldeidos ou cetonas a alcenos ligados a um grupo
retirador de elétrons, em presenca de uma amina tercidria como catalisador nucleofilico
(BASAVAIAH, RAO, REDDY, 2007), que tem demonstrado diversas atividades in
vitro como, anti-maldria, anti-leismania, anti-tripanossoma, antibacteriana, herbicida,
antifiingica, anti-cancer, anti-alérgico e anti-inflamatéria. Além disso, sdo amplamente
utilizadas como intermedidrios para sintese de novos produtos (KUNDU et al., 1999;
VASCONCELLOS et al., 2006; BARBOSA et al., 2009; SANDES et al., 2010;
BASAVAIAH, REDDY, BADSARA, 2010)
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Com a pouca inclusido de novos farmacos na farmacoterapia de infec¢des flingicas e
o avango da resisténcia dos micro-organismos, a pesquisa visando descobrir novos
agentes, com baixa toxicidade para o hospedeiro, para combater infec¢des flngicas,

vem ganhando destaque.

Os adutos de Morita- Baylis-Hillman destacam-se como produtos
multifuncionalizados que vem exibindo diversas aplicacdes bioldgicas em pesquisas,
incluindo antifiingica e antiparasitdria (KUNDU et al., 1999; VASCONCELLOS et al.,
2006; BARBOSA et al., 2009; SANDES et al.,, 2010; BASAVAIAH, REDDY,
BADSARA, 2010). Sendo adquiridos através de através da condensacdo de aldeidos ou
cetonas a alcenos ligados a um grupo retirador de elétrons, em presenga de uma amina

terciaria como catalisador nucleofilico (BASAVAIAH, RAO, REDDY, 2007).

Na drea de quimica orginica, esses compostos ganham destaque como
intermedidrios de reagdes, por apresentarem caracteristicas como elevada economia de
atomos, reprodutibilidade e bom rendimento. Além disso, os adutos de Morita-Baylis-
Hillman apresenta potenciais atividades bioldgicas como antifungica e antiparasitaria

(DAS et al., 2007; LIMA-JUNIOR, VASCONCELLOS, 2012).
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4 METODOLOGIA

Local do estudo

O estudo da atividade antifingica da associacdo e microbiologia dos Adutos de
Morita-Baylis-Hillman foram realizados no laboratério de Bioquimica, no Centro de

Educacdo e Saide (CES) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG).

4.1 Farmacos antifingicos

As solugdes dos antifiingicos anfotericina B e caspofungina foram preparadas no
momento da execucao dos procedimentos para o alcance da concentragdo desejada nos

testes.

4.2 Adutos de Morita-Baylis-Hillman

Foi analisada a atividade antifingica do aduto de Morita-Baylis-Hillman 2 - ((2-
cloroquinolin-3-il) (hidroxi) metil) acrilato de metilo (aduto A) (Figura4) e do aduto de
Morita-Baylis-Hillman 2 - (acetoxi (2-cloroquinolin-3-il) metil) acrilato de metilo
(aduto B) (Figura 5), sintetizados pelo professor Kristerson Reinaldo de Luna Freire,

Centro de Biotecnologia, UFPB.

Figura 4. Aduto de Morita-Baylis-Hillman (A) Figura 5. Aduto de Morita-Baylis-Hillman (B)
OH © OAc O
Cor ™ SOl ™
- i i
= N Cl - ] Cl
Fonte: Elaborada pela prépria autora, 2018. Fonte: Elaborada pela prépria autora, 2018.

4.4 Microoganismos

Para o experimento sobre a atividade antifiingica da associagdo dos Adutos de
Morita-Baylis-Hillman com antiftingicos sintéticos, foram selecionadas cepas flingicas
do género Candida, cedidas pelo Laboratério de Micologia do Centro de Ciéncias da

Saude (UFPB) e cepas padrao da American Type Culture Collection (ATCC), sdo elas:
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* Candida albicans:
v' Candida albicans LM — 178,
v' Candida albicans ATCC — 76485,
v' Candida albicans LM — 703,
v' Candida albicans ICB 12,
v' Candida albicans ATCC — 76645.
* Candida ndo-albicans:
v’ Candida guilliermondii LM-103,
v’ Candida tropicalis 10,
v Candida tropicalis ATCC — 13803,
v Candida parapsilosis ATCC — 20019,
v’ Candida krusei 120.

4.5 Meio de cultura

O meio de cultura utilizado durante os experimentos foi o Agar Sabouraud
Dextrose (ASD) e Caldo Sabouraud Dextrose, preparado conforme as orientacdes do

fabricante.

4.6 Inoculo

Para a preparacio do inéculo foram utilizadas cepas fiingicas mantidas em Agar
Sabouraud de 7 — 10 dias. Inicialmente, as suspensdes foram preparadas em tubos de
ensaio contendo solucdo salina (NaCl 0,9 %) estéril, em seguida as mesmas foram
agitadas com o auxilio do aparelho Vortex, até completa homogeneizacao. Por fim, a
concentracdo do indculo fingico foi ajustada de acordo com a turbidez do tubo 0,5 da

escala McFarland, que corresponde a aproximadamente 1 - 5 x 10® UFC/mL (Figura 4).

Figura 6. Representagdo da preparacio do inéculo.

Solugdo salina 0,9%% Wirtex

Fonte: Elaborada pela propria autora, 2018.
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4.7 Determinacio da concentracao inibitoria minima (CIM) -
microdiluicao

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizado através
do método de microdilui¢do em Caldo Sabouraud (Figura 5) (CASTRO, LIMA, 2010;
CASTRO, LIMA, 2011; CORTEZ et al., 2015). O experimento foi realizado em
microplacas estéreis contendo 96 cavidades, nas quais foram testadas concentragdes do
aduto de Morita-Baylis-Hillman, da anfotericina B e da caspofungina entre 1024 e 16
pg/mL  diluidos seriadamente de 1:2, o experimento foi conduzido com
aproximadamente 1 — 5 x 10° UFC/mL em cada cavidade, onde foram adicionados o
micro-organismo, caldo sabouraud e a substincia teste. Foram utilizados para
solubilizar os adutos de Morita-Baylis-Hillman, dgua, tween e Dimetilsulféxido
(DMSO). Em cada placa foram incluidos controles com tween e DMSO na mesma
concentracdo utilizada na preparacido das drogas a serem testadas, e o experimento foi

realizado em triplicata.

As microplacas foram incubadas em uma estufa a 37 °C por 48 h com
monitoramento didrio. Foi considerado como CIM a menor concentra¢do da substincia

capaz de inibir o crescimento da levedura.

Figura 7. Representagdo da microdilui¢do.

N4

Caldo Sabourand

| —

Substancia teste

Microplacas

H \j Estufa

Microorganismo

Fonte: Elaborada pela prépria autora, 2018.
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4.8 Checkboard

O ensaio de associacdo com os antifingicos, foi realizada através do método de
Checkboard, com a cepa Candida albicans ATCC-76645. O aduto de Morita-Baylis-
Hillman (aduto A) e os antifiingicos caspofungina ou anfotericina B, foram adicionados
as cavidades da microplaca juntamente com caldo sabouraud, micro-organismo, aduto
de Morita-Baylis-Hillman (aduto A) e o antifingico, sendo os dois tltimos dispostos de
maneira ordenada: no sentido horizontal, da direita para esquerda, hd decréscimo da
CIM do aduto de Morita-Baylis-Hillman, e , no vertical, de cima para baixo decréscimo

da CIM do antifingico, como pode ser observado no quadro 1, pagina 25.

Em cada placa foram incluidos controles, e o experimento foi realizado em
triplicata. As microplacas foram incubadas em uma estufa a 37 °C por 48 h com
monitoramento didrio (CASTRO et al., 2015; HIMRATUL-AZNITA, NOR-ZULAILA,
NURUL-FATIHAH, 2016).

J4 o Indice da Concentracdo Inibitéria Fraciondria (ICIF) foi calculada através

da seguinte féormula (DOERN, 2014):
= [CIF = CIFa + CIFp
Em que,

Tabela 1. Interpretacio dos valores de ICIF.

ICIF Atividade
<0,5 Sinergismo
Entre 0,5e 1 Aditivo
Entre 1 e4 Indiferente

Fonte: DOERN, 2014.
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Quadro 1 — Representagdo da associac@o das substincias testes com os antiflingicos sintéticos

CIM X| CIMX | CIMX | CIMX | CIMX | CIM X CIMX | CIMX
8 8 8 8 8 8 8 8
ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO
+ CIM + CIM + CIM + CIM + CIM + CIM + CIM
/8 /4 /2 ANTIF. X2 X4 X8
ANTF. ANTF. ANTF. ANTIF. | ANTIF. | ANTIF.
CIM X| CIMX CIM/8| CIMX | CIMX | CIMX CIMX | CIMX
4 4 ADUTO 4 4 4 4 4
ADUTO +CIM | ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO
+ CIM /4] +CIM + CIM + CIM + CIM + CIM
/8 ANTF. 2 ANTIF. X2 X4 X8
ANTF. ANTF. ANTIF. | ANTIF. | ANTIF.
CIM X| CIMX | CIM/8 | CIMX | CIMX | CIMX CIMX | CIMX
2 2 ADUTO 2 2 2 2 2
ADUTO | +CIM | ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO
+ CIM /4 + CIM + CIM + CIM + CIM + CIM
/8 ANTF. 2 ANTIF. X2 X4 X8
ANTF. ANTF. ANTIF. | ANTIF. | ANTIF.
CIM CIM CIM/8 CIM CIM CIM CIM CIM
DA ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO
ADUTO | +CIM + CIM + CIM + CIM + CIM + CIM + CIM
/8 /4 /2 ANTIF. X2 X4 X8
ANTEF. ANTF. ANTF. ANTIF. | ANTIF. | ANTIF.
CM/2 CIM/2 | CIM/8 | CIM/2 | CIM/2 | CIM/2 | CIM/2 | CIM /2
ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO
+ CIM + CIM + CIM + CIM + CIM + CIM + CIM
/8 /4 2 ANTIF. X2 X4 X8
ANTF. ANTF. ANTF. ANTIF. | ANTIF. | ANTIF.
CIM/4 | CIM/4 | CIM/8 | CIM/4 | CIM/4 | CIM/4 | CIM/4 | CIM /4
ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO
+ CIM + CIM + CIM + CIM + CIM + CIM + CIM
/8 /4 /2 ANTIF. X2 X4 X8
ANTEF. ANTEF. ANTF. ANTIF. | ANTIF. | ANTIF.
CIM/8 | CIM/8 | CIM/8 | CIM/8 | CIM/8 | CIM/8 | CIM/8 | CIM/8
ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO | ADUTO
+ CIM + CIM + CIM + CIM + CIM + CIM +
/8 /4 /2 ANTIF. X2 X 4 CIM X
ANTF. ANTF. ANTEF. ANTIF. | ANTIF. 8
ANTIF.
CIM/8 |CIM/4 |CIM/2 | CIM CIM X|CIM X | CIM X
DO 2 4 8
ANTIF.

Fonte: Dado da pesquisa, 2018.

- ADUTO: Substancia teste.

- ANTIF.: Antifingico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 2, pode-se observar o resultado das CIMs dos adutos de Morita-
Baylis-Hillman 2 - ((2-cloroquinolin-3-il) (hidroxi) metil) acrilato de metilo (aduto A) e
2 - (acetoxi (2-cloroquinolin-3-il) metil) acrilato de metilo (aduto B) frente as cepas
fingicas, onde observa-se que os mesmos apresentaram atividade antifingica contra
algumas cepas de Candida albicans, enquanto ndo demonstraram atividade contra cepas

de Candida nao- albicans.

Tabela 2. CIMs dos adutos de Morita-Baylis-Hillman (aduto A e aduto B) sobre cepas do género
Candida.

CIMs (ng/mL) CIMs (ng/mL)
Cepas fungicas Aduto de Morita- Aduto de Morita-
Baylis-Hillman (aduto ~ Baylis-Hillman (aduto
A) B)
Candida albicans LM — 703 1024 -
Candida albicans 1CB 12 1024 -
Candida albicans ATCC — 76645 256 1024

Candida albicans LM — 178 - -
Candida albicans ATCC — 76485 - -
Candida guilliermondii LM-103 - -
Candida tropicalis 10 - -
Candida tropicalis ATCC — 13803 - -

Candida parapsilosis ATCC - - -
20019

Candida krusei 120 - -

Fonte: Dado da pesquisa, 2018.
- : Auséncia de atividade nas concentragdes testadas.

CIM: Concentragdo Inibitéria Minima.
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Ja tabela 3, pode-se observar o resultado das CIMs dos antifliingicos

caspofungina e anfotericina B frente as cepas flingicas, onde observa-se que os mesmos

apresentaram atividade contra cepas de Candida albicans e de Candida ndo- albicans.

Tabela 3. CIMs dos antifingicos caspofungina e anfotericina B.

CIMs (ng/mL)

CIMs (ng/mL)

Cepas fingicas Caspofungina Anfotericina B
Candida albicans LM — 703 4 1
Candida albicans ICB 12 128 0,03
Candida albicans ATCC — 76645 0,5 0,125
Candida albicans LM — 178 16 0,5
Candida albicans ATCC — 76485 16 2
Candida guilliermondii LM-103 2 1
Candida tropicalis 10 16 2
Candida tropicalis ATCC — 13803 4 2
Candida parapsilosis ATCC - 4 2
20019

Candida krusei 120 4 2

Fonte: Dado da pesquisa, 2018.

CIM: Concentragdo Inibitéria Minima.

Nas tabelas 4 e 5, encontram-se os valores danConcentracdo Inibitéria

Fraciondria da associacao entre o aduto de Morita-Baylis-Hillman com os antifiingicos.
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Tabela 4. Determinacdo do do Indice da Concentragdo Inibitéria Fracionada da associacdo entre o aduto

de Morita-Baylis-Hillman e a caspofungina frente a cepa Candida albicans ATCC-76645.

Cepa CIF A CIF® ICIF Tipo de
interacao
Candida
albicans ATCC- 0.125 0.125 0.25 Sinergismo
76645

Fonte: Dado da pesquisa, 2018.

CIF: Concentragdo Inibitéria Fraciondria.

ICIF: indice da Concentracdo Inibitéria Franciondria.
A: Aduto de Morita-Baylis-Hillman

B: Caspofungina

Tabela 5. Determinacio do do Indice da Concentragdo Inibitéria Fracionada da associacdo entre o aduto

de Morita-Baylis-Hillman e a anfotericina B frente a cepa Candida albicans ATCC-76645.

Cepa CIF A CIF® ICIF Tipo de
interacao
Candida
albicans 2 0.25 2.25 Indiferente
ATCC-76645

Fonte: Dado da pesquisa, 2018.

CIF: Concentragdo Inibitéria Fraciondria.

ICIF: indice da Concentracdo Inibitéria Franciondria.
A: Aduto de Morita-Baylis-Hillman

B: Anfotericina B

Das e colaboradores (2007), demonstraram que o aduto de Morita-Baylis-
Hillman (Z) -3- (4-metoxibenzilideno) tiocroman-4-ona apresenta atividade antiftingica
contra cepas de Candida albicans (CIM= 6 ug/ ml) e Torulopsis glabrata (CIM=6 pg/
ml) e estudos realizados por Narender (2006), através do método de difusio em Agar,
encontraram que Quinolinas obtidas a partir de adutos de Baylis-Hilman (9-
metilciclopenta [g] quinolina-6-onas, 3,8-dimetil-6-quinolinacarboxilato de metilo, 3,8-
Dimetil-6-quinolinocarboxilato de etilo) apresentam atividade antifingica contra

Aspergillus niger (MTCC 282), Chrysosporium tropicum (MTCC 2821), Rhizopus
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oryzae (MTCC 262), Fusarium moniliforme (MTCC 1848), e Curvularia luneta
(MTCC 2030), e atividade bacteriana contra organismos Gram (+), foram eles: Bacillus
subtilis (MTCC 441), Bacillus sphaericus (MTCC 11), e S. aureus (MTCC 96) e contra
organismos Gram (-), foram eles: Chromobacterium violaceum (MTCC 2656),
Klebsiella aerogenes (MTCC 39), e Pseudomonas aeruginosa (MTCC 741), as CIMs
variaram de 12,5 a 25 pg/ mL.

A diferenca na atividade entre os adutos testados por Das e Colaboradores
(2017) e os adutos testados nesse trabalho podem ter ocorrido devido a divergéncia

entre as estruturas quimicas das moléculas.

Outros estudos relatam que os adutos de Morita-Baylis-Hillman 3-cloro-5-
(trifluorometil) - piridin-2-il-oxi) fenilo e 3-hidroxi-2-metileno-3- (4- fluorofenil)
propanonitrilo) apresentam potencial atividade para utilizacdo contra parasitas dos

géneros Leishmania, Schistosoma, Plasmodium e Trypanosoma cruzi (LIMA-JUNIOR,

VASCONCELLOS, 2012; VASCONCELLOS et al., 2006).

O diferente tipo de interacdo encontrada entre os farmacos e o aduto de Morita-
Baylis-Hillman pode ser atribuido aos mecanismos de acdo dos antifingicos, onde os
mesmos atuam em distintos sitios ativos, proporcionando alteracdo na intera¢do com a
substancia (REZENDE et al., 2017). A anfotericina B, atua ligando-se ao ergosterol da
membrana do micro-organismo e interfere nos poros transmembranares, aumentando a
permeabilidade da membrana provocando a morte celular fungica por perda dos seus
componentes. Enquanto a caspofungina, exercem seu mecanismo de acdo através da
inibicdo de forma nao-competitiva a enzima 3 (1,3) -D-glucano sintetase, o que inibe a
sintese de B (1,3) -D-glucano e afeta a integridade da parede celular fungica

(SPAMPINATO, LEONARDI, 2013; GROVER, 2010).

Nos dltimos anos, tem havido um aumento da resisténcia aos antimicrobianos,
inclusive dos azdlicos, tornando as equinocandinas firmacos de primeira escolha para o
tratamento de infeccdes sist€micas por Candida, no entanto, espécies deste gé€nero ja

vem exibindo resisténcia a esta classe de farmacos, como é o caso da C. glabrata

(WIEDERHOLD, 2016).
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Diante do exposto, novas pesquisas mostram-se necessdrias para a busca de
novos produtos naturais ou sintéticos que possuam atividade antimicrobiana

(CUENCA-ESTRELLA, 2010; MORIO et al., 2012).
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6 CONCLUSAO

Os antiftingicos sintéticos anfotericina B e caspofungina apresentaram atividade

antiftingica contra as cepas de Candida albicans e Candida ndo-albicans.

O aduto de Morita-Baylis-Hilman 2 - ((2-cloroquinolin-3-il) (hidroxi) metil)
acrilato de metilo e o aduto de Morita-Baylis-Hillman 2 - (acetoxi (2-cloroquinolin-3-il)
metil) acrilato de metilo apresentaram baixa atividade antiftingica contra cepas de

Candida albicans, e auséncia de atividade contra cepas de Candida ndo- albicans.

Além disso, a associagdo entre o aduto de Morita-Baylis-Hilman 2 - ((2-
cloroquinolin-3-il) (hidroxi) metil) acrilato de metilo e o antifingico caspofungina

obtiveram atividade sinérgica, enquanto a interagdo com a anfotericina B foi indiferente.

Dessa maneira, considerando a necessidade da incorporacio de novos
antifingicos na farmacoterapia, o estudo de novas substancias com potenciais atividades

antifingicas mostra-se essencial para o descobrimento de novos fairmacos.
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