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Cátions 

ra n=t,3 

~/COtH 
H3C (CH2)" 

(57) Resumo: USO DE SAIS IMIDAZÓLICOS COM 
ATIVIDADE ANTIFÚNGICA E ANTIBIOFILME SOBRE 
FUNGOS LEVEDURIFORMES PATOGÊNICOS E 
MULTIRRESISTENTES A presente invenção descreve 
um grupo de substâncias sintéticas atóxicas com ação 
antifúngica, com capacidade de remoção do biofilme 
leveduriforme, bem como ação preventiva de sua 
formação (atividade antibiofilme ). Esse relatório descreve 
a aplicação dos sais imidazólicos, alvo da invenção, 
contra fungos leveduriformes patogênicos ao homem e 
aos animais endotérmicos (sangue quente), assim como 
sua aplicação sobre células fúngicas com capacidade de 
adesão sobre superfícies policarbonadas, denominadas 
de células de biofilme. Os sais imidazólicos podem ser 
utilizados como substâncias removedoras ou inibidoras 
da formação de biofilme, conservantes de produtos de 
uso farmacêutico, cosmético ou alimentício (como aditivo 
alimentar) ou diretamente como droga antifúngica 
terapêutica, por possuir atividade biológica equivalente a 
fármacos antifúngicos de referência para estrutura 
molecular proposta nas drogas sintéticas alvo desta 
invenção. 
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Uso DE SAlt IMIDAZÓLICOS COM A~IVIDADE ANTIFÚNGICA E ANTIBIOFILME SOBRE 

FUNGOS LEVEDURIFORMES ~ATOGi;NICOS E MUL TIRRESISTENTES 

Campo da inlencão 

1 

• 

A presente inlvenção descreve um grupo de substâncias sintéticas com ação 

antifúngica e antibiofilme visando sua aplicação contra fungos patogênicos 

leveduriformes ao homem e aos animais endotérmicos (sangue quente), assim 

como célulal fúngicas com cJpacidade de adesão sobre superfícies 

policarbonadJs, denominadas de délulas de biofilme. Os agentes antifúngicos 

alvo da invetção podem ser utililados como substâncias conservantes de 

produtos farmacêuticos, cosméticol ou alimentícios (como aditivo alimentar) ou 

diretamente cbmo droga antifúngicl terapêutica, por possuir atividade biológica 

equivalente a fármacos antifúngico~ de reférência. 

Antecedentes da invenção 

Atualmrnte, o número de dtgas antifúngicas é extremamente limitado, 

especialmente quando comparado ao número de fármacos antibacterianos 
1 . 1 

disponíveis. Isto torna ainda ma!s difícil sobrepor a resistência a drogas 

t"f , . ti f d . f J f , . . t t , . . ' an 1 ung1cas, rans orman o m ecçoes ung1cas res1s en es em um seno risco a 

saúde. lnfecJões fúngicas estão atualmente entre as principais causas de 

morte por infkcções em hospitais (Azie, N., Neofytos, D., Pfaller, M., Meier­

Kriesche, H.J, Quan, S.P. & Hor. , D. Diagn. Microbial. lnfect. Ois. 73, 293 

(2012)). 

O gruRo imidazol é frequentemente encontrado em substâncias com 

atividade bi11ógica, incluindo agentes antifúngicos como o cetoconazol, 
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miconazol, ~ifonazol, butoconazb1, clo1otrimazol, econazol, fenticonazol, 

isoconazol, Jmoconazol, oxiconaJol, sertaconazol, sulconazol e tioconazol. 

Outras medic~ções antifúngicas rJlaciona~as são as triazólicas (albaconazol, 

fluconazol, isjavuconazol, itraconalol, polaconazol, ravuconazol, terconazol, 

voriconazol) e as tiazólicas (albafungih). Os antifúngicos imidazólicos, 

t . , 1· t" , 1· . "b 1 . .1 1 1 14 d t"I . nazo 1cos e 1azo 1cos 1rn em a e1z1ma anostero a- eme 1 ase; a enzima 

necessária +ra converter lanosferol el ergosterol e assim promover a 

lnfect. Ois. 46, 120 (2008)). 1 

O CetJconazol, nome gen, rico do cis-1-acetil-4-[ 4-[[2-(2, 4-diclorofenil)-

2-(1H-imidazJl-1-ilmeti)-1,3-dioxola~-4-il]m~toxil]fenil] piperazina (nome 

IUPAC), fórm/ula química C26H28CllN.o., J]i o primeiro antifúngico imidazólico 

proposto na literatura. A invenção tbi originalmente descrita por Heeres et ai. na 

U.S. Pat. NJ 4.335.125 na qual destacb sua atividade antifúngica in vitro 

contra fungoi leveduriformes e filamentJsos. A ação antifúngica tópica do 

1 
cetoconazol foi em seguida desc ita por Rosenberg et ai. na U.S. Pat. No. 

4.569.935. Plsteriormente ao ceto, onazol, ocorreu a descrição da ação tópica 

antifúngica dJ Nitrato de Miconazll (U.S. Pat. No. 3.717.655), nome genérico 

d o (R S )-1-[J-(2, 4-dic/orobenzi/oxif 2-(2, 4-~iclorofenil)-etil]-1 H-imidazol (nome 

IUPAC), fórJula química C18H140l4N20, possui um espectro de ação mais 

amplo e efetiJo contra dermatófitoJ e leve,uras patogênicas, apresentando seu 

uso em difelrentes apresentaçõe~ farmé3cêuticas (creme, pó, supositórios, 

. "d 1 1 - ) compnm1 os r so uçoes . 
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Liquidds iônicos doravante 1 denominados de Us são sais no estado 

líquido a temleraturas de até 100 · C, que apresentam tipicamente volatilidade 

negligenciávejl. Inicialmente, Lls for m aplicados como substitutos de solventes 

l 't. 1 . . t f d 1 . . I' . vo a eis convenc1ona1s, rans orman o prfcessos perigosos em rec1c ave1s e 

ambientalme~te amigáveis (Wass rschied, P. & Welton, T. lonic Liquids in 

Synthesis, eJ VCH Wiley, Weinhjim, 2ndi Ed. (2008)). Mais tarde, o foco de 

aplicação foi impiamente expandid com, por exemplo, seu uso como eletrólito 

em baterias 1 em preparação de nanomÁteriais (Lu, J., Yan, F. & Texter, J. 

Prog. Polym. JSci. 34, 431 (2009)). EspeciJlmente, a classe de Lls com cátions 

imidazólicos encontra aplicações tie uml ampla variedade de processos e 

materiais, prilcipalmente devido a fácil aluste de propriedades por mudanças 

estruturais et ambos cátion e ãtion ,asserschied, P. & Welton, T. lonic 

Liquids in Synthesis, ed. VCH Wiley, Wein~eim, 2nd Ed. (2008); Lu, J., Yan, F. 

& Texter, J. Jrog. Polym. Sei. 34, 4 1 1 (200~)). 
Estudojs sobre a atividade biológica[ de Lls imidazólicos é relativamente 

escassa e a ~aioria destes estudo é focJdo nas propriedades antibacterianas 

contra espéci:es padrão de teste ( watlosf i, R.P., Holbrey, J.D., Memon, S.B., 

Caldwell, G.A., Caldwell, K.A. & togers,I R.D. Chem. Commun. 668 (2004); 

Pernak, J., sbbaszkiewicz, K. & Mi~ska, 1. Gf reen Chem. 5, 52 (2003); Petkovic, 
1 1 • 

M. et. ai. Green Chem. 11, 889 (2 09); F~ade, R.F.M. & Afonso, C.A.M. Hum. 

Exp. Toxicol. 29, 1038 (2010)). V'rios e~tudos relatam que as propriedades 

físico-químicas únicas dos Lls, especialm1nte a não volatilidade, a resistência 
1 1 1 

térmica e química, além de sua e~trutura auto-associativa, são atrativas para 
1 1 
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várias aplicaJões farmacêuticas, pjincipaltente como agentes antibacterianos 

(Ferraz, R., Branco, L.C., Prudenc10, CC., Noronha, J.P. & Petrovsk1, Z. 

ChemMedChem. 6, 975 (2011)!. Ageltes antissépticos catiônicos, por 

(GIM) entre 8~500 µg.mL-1 (Demberelnya1ba, D. et ai. Bioorg. Med. Ghem.12, 

853 (2004)). Dentro deste context,, Hough-Troutman et ai. apresentaram Lls 

com valores te GIM., contra bactJias de interesse clínico, entre 4-10 µg.mL-1 

(Hough-Troutman, W.L. et ai. Nel J. Chem. 33, 26 (2009)). Em contraste, 

poucos dadol relacionando a ativilade anltifúngica de Lls e sua toxicidade em 

h - l d· · · e t · · l t"f · · t · umanos sao 1sponive1s. orno anas wrogas an 1 ung1cas a ua1s possuem 

efeitos colaterais indesejados e são inefiJientes contra um grande número de 

leveduras patogênicas emergentJs, exi~le uma necessidade urgente pela 

prospecção + novos agente anti)pngico, (Thompson Ili, G.R., Gadena, J. & 

Patterson, Tl Gim. Ghest. Med. 3~, 203 (2009)). 

Descrição e sumário da invencãJ 1 

Esta ilillj venção descreve a rvaliaç~o da atividade antifúngica de um 

. 1 

conjunto de sais metilimidazólicos '.""substituídos, incluindo os N-substituintes -

(CH2)nCH3 (n = 3, 5, 9, 13, 15), -(C~2CH2d)nCH3 (n = 1, 3), -(CH2)nC02H (n = 1, 

1 

3), e os ânions CI", 8F4-, (F3CS02)2 -, H3CS03-, PF5-, sobre isolados clínicos de 

leveduras paJógenos emergentes. Os saiJ N-alquilimidazólio com n = 9, 13 ou 

15 mostraral, independentemere do I ânion, atividade inibidora contra 

diferentes isJlados de Candida tropicalis, 
1

Candida parapsi/osis e Trichosporon 

asahii. 
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O sal irhidazólico de cloreto de 1-n-hexadecil-3-metilimidazólio mostrou a 
1 1 . 

maior atividade inibitória contra todos os isolados com concentração inibitória 

mínima de 0!9 µg.ml-1
, independentemente do tipo de isolado. Visando a 

utilização sedura destas seis subbtâncias bioativas nos seres humanos, os 

testes in vit1 genotóxicos foram rralizadós com células leucocitárias através 

da aplicação <l:Jas concentrações inibitórias mínimas do sal imidazólico. 
l 1 . 

Em todos os casos, nenhu~l efeito genotóxico devido a danos no DNA 

em células d~ leucócitos humanos foi observado. Em geral, foram identificados 

sais imidazóllios mostrando ativid de consideravelmente maior e toxicidade 

menor do qJe antifúngicos atual~ente no mercado e, como consequência, 

essa classe +de ser considerada Lmo uma droga potencial para o tratamento 

de agentes patogénicos de levedurts emergentes. 

Descrição dJtalhada da invenção · 

1 1 . 

Esta patente descreve um gtupo de Lls, os quais se efetuou a varredura 

de um grupo de sais imidazólicos (Figura 1) em atividade antifúngica in vitro 

contra espéqies de leveduras emergentes. Os sais de metilimidazol N­

substituídos, incluindo os N-substituintes -(CH2)nCH3 (n = 3, 5, 9, 13, 15); -

(CH2CH20)nOH3 (n = 1, 3); -(CHj)nC02H (n = 1, 3); e os ânions Cr, BF 4-, 

(F3CS02)2N-, H3CS03-, PF6- (FiguJJª 1); foram sintetizados como previamente 

reportado (Schrekker, H.S. et. ai. . Braz. Chem. Soe. 19, 426 (2008); Cassol, 

C.C., Ebelingl G., Ferrera, B. & Dubont, J. Adv. Synth. Catai. 348, 243 (2006) e 

testados conJra 32 isolados clínicJs de infecções nosocomiais por leveduras. 

Além disso, seus riscos potencilis de toxicidade em células leucocitárias 
1 
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humanas for~m avaliados para s~ obte~ um melhor entendimento de seu 

potencial de Jso como uma droga. 

Exclustamente os sais imi azólicos substituídos com cadeias N-alquil 

com n = 9, 1~, 15 mostraram, ind pendehte do ânion, atividade inibitória em 

concentraçõeb de 500 . µg mL-1 ontra [isolados de Candida tropicalis, C. 

parapsilosis, C. glabrata e Trich sporo~ asahii. A Concentração Inibitória 

Mínima, doravante chamada apen. s de d1M, destes Lls contra 8 isolados de 

cada espéciJ foi determinada. oJ modo geral, os valores de concentração 

inibitória míni~a dos Lls variaram jntre 0,,-250 µg ml-1 (Tab. 1). 

O LI. d,.MlmCI apresentou, rm geral, a melhor ação antifúngica entre os 

Lls identificados como ativos, apresentandl a maior ação inibitória contra todos 

os isolados (JIM. de 0,9 µg.ml-1
), ihdepen1ente do tipo de isolado. Este valor é 

muito menor ~ue os valores de CI~. de drbgas comerciais usuais, fluconazol e 

cetoconazol, restados contra os nlesmos isolados (Tab. 1). Estes resultados 

são de extrema importância, já qje todos os isolados testados no ensaio de 

susceptibilida6e aos antifúngicos slo fortel formadores de biofilme. 

A haJilidade de formar Jiofilme I é substancialmente associada à 

capacidade +s leveduras patogênicas de causar infecções. Esta formação de 

biofilme pro,ove resistência às c!lrogas antifúngicas e resulta em proteção 

contra as defesas imunológicas do lhospedliro, causando consequências sérias 

e de difícil trJtamento (Cuéllar-Cru1. M., Lbpez-Homero, E., Villagómez-Castro, 

1 1 1 J.C. & Ruiz-B;aca, E. Future Microb oi. 7, 7~5 (2012)). 
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Agentek antifúngicos imidaz~licos agem através da inibição da enzima 

lanosterol 14 l-demetilase e, devidb à semelhança estrutural entre o imidazol e 

os compostob imidazólicos, o pltencial do LI. C1 6MlmCI em danificar a 

membrana dJs células de levedurls emergentes pela inibição da biossíntese 

do ergosterol foi avaliado. O conteldo total de ergosterol foi determinado para 

cada isolado :cultivado, aplicando Jma concentração de LI. sub inibitória (0,45 

1 l . µg ml-1) (ArtAington-Skaggs, B.A., Jradi, H., Desai, T., Morrison, C.J. J. Clin. 

Microbiol. 371 3332 (1999)). A r dução porcentual na quantidade total de 

1 t ergosterol celular para isolados clínicos sensíveis, comparado à quantia em 

células contrd1e cultivadas sem trat mento: antifúngico, variou entre 33-89% por 

célula cultiva1a. Baseado nestes jesultadps pode ser concluído que este sal 

imidazólico ilibe a enzima lanosterol 14 a-demetilase e afeta o ciclo de 

biosíntese do ergosterol. Curiosamr.nte, esta redução parcial na quantidade do 

ergosterol inâuzido pelo LI. C16MlmCI em concentração sub-CIM abre a 

possibilidadelde uso deste LI. Jm combinação com agentes antifúngicos 

disponíveis c, mercialmente, como uma estratégia de sinergismo entre drogas, 

incluindo anti~úngicos que agem orno inibidores de biosíntese de esteróis. 

1 
Santos et ai. (2012) relataram 

1

sobre as interações antagonísticas entre 

fluconazol (FJU) e anfotericina B (AmpB) em concentrações CIM (Santos, J. R. 

A., Gouveia, lL. F., Taylor, E. L. sl. Resende-Stoianoff, M. A., Pianetti, G. A., 

César, 1. C., Santos, D. A., AntimiJob. Agents Chemother. 56, 2553 (2012)). O 

Fluconazol r+uz os sítios de ligaçL disponíveis para a ação da Anfotericina B 

devido a sua rorte ação inibitória dt biosíntese do ergosterol em níveis de GIM. 
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Assim, podeJios concluir que osl Lls são candidatos promissores para o 

tratamento dj infecções por levedlas resistentes, seja como um componente 

, . 1 b" - l 1 ' , . 

Tabela 1. A susceptibilidade in vitro das leveduras patogênicas 

urnco ou em lºm maçao com, por l' xemp o, azo1s. 

emergentes !frente aos liquido iônicos imidazólicos e aos agentes 

antifúngicos jazólicos. 

Candida glabrata 

CIM., concentra~ão inibitória mínima; CIM. 50, CIM. que inibe 50% dos isolados testados. 

Basea~o nos resultados e na estrutura molecular dos Lls ativos, um 

1 
mecanismo de inibição em duas tapas é proposto. Na primeira etapa o LI 

precisa permlar a membrana da délula fúngica, onde o caminho reacional de 

síntese do er!osterol ocorre. Isso Jxplicaria a permeabilidade exclusiva dos Lls 

com cadeia alquílica longa, ds quais possuem estruturas anfifílicas 

semelhantes a da bicamada fosfllipídica da membrana celular. A segunda 

etapa é resprsável pelo efeito de Inibição da rota sintética do ergosterol. 

A ativiltlade de remoção j inibição do biofilme leveduriforme sobre 

cateteres (coro corpo de prova) fJ obserVada em testes com isolados clinicas 

multirresistentes de Candida tropicllis (72A, 72P, 94P, 102A, 17P, RL 18, RL 17, 

RL 16). Célulls de biofilme foraml removidas com apenas 45 segundos de 

exposição dJ corpo de prova co~taminado ao sal imidazólico C1eMlmCI. A 
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observada, à~ós o mergulho do cdrpo de !prova no sal imidazólico durante 45 

segundos. A capacidade de rem ção e inibição da formação do biofilme 

fúngico leveduriforme teve melhor performance do que o antifúngico triazólico 

fluconazol, fáJmaco de referência n tratajento de leveduroses. 

Visandb o uso seguro dos LI bioatitos em humanos; testes genotóxicos 

in vitro com délulas leucocitárias h manaJ foram realizados pela aplicação da 

ConcentraçãJ Inibitória Mínima do sal ijidazólico. Glóbulos brancos são os 

tipos de céLas mais comumel[e tesJadas em ensaio cometa alcalino 

(Montagner, b.F.F.S. et. ai. Toxicol. in Vit~o 24, 1410 (2010); Tice, R.R. et. ai. 

(2003); Nadin, S., Vargas-Roig, L. & Ciocla, D. J. Histochem. Cytochem. 49, 

1183 (2001 ))j Este é um método mplambnte utilizado para detectar quebras 

lineares comlo danos iniciais dal mo1édu1as de DNA, já que este é um 

procedimentJ rápido e sensivel ~ara delectar genotoxicidade preliminar em 

células de ~amíferos, assim 1omo ,iomonitoramento humano (Cortés­

Gutiérrez, E.lj et ai. J. Histochem. & Cytochem. 59, 655 (2011 ); Moller, P. Basic 

Clin. PharmJcol. Toxicol. 96, 1 (2005); Moller, P. Basic Clin. Pharmacol. 

1 
Toxicol. 98, 316 (2006); Kawaguchi, S. et .li. J. Nuclei Acids 2010, 1 (2010)). Os 

sais imidazóllcos testados não m, straral nenhum dano detectável de DNA 

nas concentJações utilizadas, em ensaiJ de eletroforese em gel de célula 

1 

única. Então, sob estas condições, os Lls !foram incapazes de induzir a quebra 

na estrutura te DNA. De modo emelhante, os Lls mostraram um grau de 

viabilidade celular próximo ao 'dos enconJrados para as amostras de controle 
1 1 
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1 ~ ' negativo e DMSO (Mischell, B.B. I Siingi, S.M. Selected methods in cellular 

immunology Jv.H. Freeman Company, Sat Francisco, 1980)). Estes resultados 

demonstrara~ que os Lls são inlcapazes, sob as condições aplicadas, de 

induzir dano jà membrana em célllas leubocitárias humanas. Além disso, os 

resultados dJ ensaio de viabilidade celulbr confirmam os resultados obtidos 

pelo ensaio clmeta, já que uma ellevada ~orcentagem de viabilidade celular é 

necessária pJra realizar este ensaif (Colli~s. AR. et ai. Mutag. 23, 143 (2008)). 

De modo gerk1, considerando as ondiçõls experimentais aplicadas, nenhum 

efeito genotóLco devido a danos a estruLra da membrana celular e DNA de 

células leucobitárias humanas foi , bservajdo. Consequentemente, esta classe 
1 . 1 

de Lls pode ~er considerada como potenc,ial para drogas no tratamento contra 

leveduras pa(ogênicas emergentesl 

Para concluir, os LI idehtificados apresentam atividade 

consideravelmente maior e menJr toxicidade que antifúngicos comumente 

utilizados. ls1o mostra que estes sais ~etilimidazólicos N-substituídos são 

promissoras togas, não tóxicas, aontra 1lveduras emergentes e representam 

uma importa~te alternativa às tlrapias 1 com antifúngicos azólicos para o 

tratamento e brevenção de candidJzes e t~icosporosis. . 

MÉTODOS 

20 Sais lmidazÓlicos 

1 
Os Lls C4MlmBF., C4Mlmt.Tf" dMlmPF6, C6MlmMeS, C10MlmMeS, 

C14MlmNTf2, C15Mlm8f 4, C16MlmPF6 , Cl30MlmMeS e C103MlmMeS foram 

sintetizados através de método liJ e de h~letos. Os Lls C10MlmCI, C1sMlmCI, 
. 1 r 1 
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CH2COOHM1lnc1 e c,HsCOOHMI CI foraf' sintetizados utilizando precursores 

halogenados. Todos os métodos são descritos na literatura e os dados 

espectrais do~ produtos obtidos e ,tão de !acordo com os relatados no estado 

da técnica. 

ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIFÜ,GICA E ANTIBIOFILME FÚNGICO 

Avaliação dJ atividade antifúngica in vitro 

Um totl1 de 32 isolados clíniros de 1bveduras patogênicas e oportunistas 

distribuídas Jm quatro espécies tJi submltido aos testes de susceptibilidade 

antifúngica: trichosporon asahii JAH05, TAH09, TAH10, TAHA15, TAHA16, 

TAHARL40, ifAHARL46, TBL23), Candila parapsilosis (RL 11, RL01, RL05, 

RL07, RL 13, RL20, RL27 e RL32), C. glabrata (RL 02, RL03, RL09, RL 12, 

RL25, RL26, RL34 e RL35) e C. Jopica/J (72A, 72P, 94P, 102A, 17P, RL 18, . l 
RL 17, RL 16). Os isolados utiliza os nesta invenção são todos oriundos de 

casos clínicol de leveduroses incluindo inflcções sistêmicas, respiratórias e do 

trato urinário.! tanto em pacientes HIV poiitivos como em imunocompetentes. 

Todos os isolados estão deposita os na ~icoteca da Faculdade de Farmácia, 

na UniversidJde Federal do Rio Grlnde d, Sul. 

A conLntração inibitória +nima (CIM) dos Lls contra as leveduras 

emergentes !aram determinadas ~elo milado de microdiluição em caldo, de 

acordo com o documento M27-13 da <1:LSI 2008 (Clinicai Laboratory and 

Standards lnstitute, 2008), utilizbndo J meio RPMl-MOPS (RPMI 1640 

contendo L-glutamina, sem bicarbdnato dJ sódio - Sigma-Aldrich - tamponado 

para pH 7.0 ~m 0.165 mol.L·' de ~OPS t Sigma). A concentração dos Lls foi 
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testada na fa
1
ixa de 1,9-500 µg.mJ-1 e uma alíquota de 100 µL das culturas 

foram transfJidas para os poçoJ das microplacas de titulação. A CIM foi 

definida comJ a menor concentraçbo dos sais imidazólicos na qual não houve 

crescimento lisível do isolados 1lveduriformes. Os antifúngicos comerciais 

fluconazol e Jetoconazol foram utillzados como controles positivos e negativos 

nos ensaios rbalizados. Todos os Jxperimentos foram conduzidos em triplicata. 

A concentraç1o fungicida mínima ( FM) foi determinada através do subcultivo 

1 ' 
de 1 O microlitros de cada poço em placas contendo ágar sabouraud e 

1 - -

incubados a 32 ºC por 3 dias. A CIFM foi definida como a menor concentração 

capaz de m~tar o microrganismo. Os valores do CIM50 foram também 

determinados!. através da concent 
1

ação fungistática do LI. que inibe 50% dos 

isolados. 

Quantificaçãb da ação inibitória sobre a membrana celular fúngica 

, Com a finalidade de avaliar la capaeidade de inibição da biossíntese do 

esterol de membrana pelo LI. lais efetivo (C16MlmCI) nos ensaios de 

determinaçãd da CIM, o esterol bresente na membrana celular fúngica foi 

extraído cojo previamente relatbdo, determinando assim a presença do 

ergosterol e 1o ergosterol interme~iário 24(28)-DHE [24(28)-deidroergosterol]. 

LI. sobre a bibssíntese desse ester 1 de m~mbrana. 
Para l análise, uma alíq ota de 20 µL do extrato de esterol de 

membrana foi diluído 5 vkzes em Etanol anidro e varrido 

espectrofotormetricamente entre 2lo e 300 nm. O conteúdo do ergosterol foi 
1 1 
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calculado co~o a percentagem do peso do pellet da célula fúngica através das 

seguintes eqJações: % ergosterol % 24l28)DHE = [(A281.5/290) • F] I peso 

1 1 

do pellet, % 24(28)DHE = [(A230/ 18) • 1]/peso do pellet, e a % ergosterol = 

[%ergosterol l % 24(28)DHE] - % 24(28)DHE, em que F é o fator de diluição 

em etanol e 290 e 518 são valo es (ej % por cm2
) determinados para o 

ergosterol e 24(28)DHE cristalino, r spectilamente. 

Avaliação dl capacidade de re oção 1 do biofilme leveduriforme pelos 

1, "d •ft .l d 1 1qu1 os 1omcos nos corpos e p ova 

Corpos de prLas (materiais polica
1
bonadds como cateteres) foram imersos em 

solução contlndo cada sal imidaz~lico, sJparadamente. Após o tempo de 45, 

60 e 90 seg1ndos, respectivame~te, os lorpos de prova foram retirados da 

solução e foJam imersos em um recipie~te com 50 ml de água peptonada 

estéril, aplicJndo-se ultrassom a fim de desprender as células fracamente 

aderidas à siperfície do corpo de prova.
1 

Diluições decimais seriadas foram 

aplicadas ej cada amostra sonilda, stdo que 20 µL das mesmas foram 

semeadas ej meio Ágar Sabourald acrescido de cloranfenicol (Oxoid®), pelo 

método da gdta. As placas foram inlcubadab a 32 ºC, por 24 h, para a contagem 

das UFC/cmi (Unidades Formadolas de bolônia por centímetro quadrado) a 

fim de quantificação da atividade dl remo~o do biofilme formado. A diferença 

da quantida+ de células removits en+ solução teste e solução controle 

representou a capacidade de remolão do tbiofilme. 

Avaliação d~ atividade anlíbiofi[me dJ sais imidazólicos nos corpos de 

prova 
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Cada tipo d~ corpo de prova fo previamente imerso nas soluções teste, 

1 1 

separadamente, durante 45, 60 e 90 segundos. Para controle, um corpo de 

prova de cadl material, será imers apenJs em água peptonada a O, 1 %. Após 

a exposição, os corpos de prova . erão rltirados das soluções antifúngicas e 

submetidos à prova de formaçãJ do bibfilme, em erlenmeyer contendo a 

solução das bélulas leveduriformeJ na colcentração em UFC/ml de infecção. 

A ausência de células de biofilmJ ou a presença de quantidade de células 

inferior a dJnsidade celular endontrada1 no corpo de prova não tratado 

caracterizou l eficácia da atividad~ antibi~filme (ou inibidora da formação do 

biofilme fúngilo). 

AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE CELULAR 

Coleta de amostra de sangue 

As ambstras de sangue periférico firam coletadas por punção venosa, 

utilizando selingas (BD Diagnosti s, Plyrouth, UK) e tubos com heparina. 

Subsequentelente, os leucócitos f ram isolados e uma suspensão foi ajustada 

para se obtJ 8x103 células/mm3
. Desta suspensão leucocitária, foi retirada 

uma aliquot1 que foi, posteriorm nte in,ubada com diferentes Lls por uma 

hora, sendo: C10MlmCI (16 µg mL·1 , C16MlmCI (10 µg mL·1), C1sMlmPFs (35 µg 

mL·1), C10MIJMeS (65 µg mL·1), C16Mlm8t (16 µg mL·1), e C14MlmNTf2 (10 µg 

ml-1). Em sebuida, uma alíquota e cada amostra foi utilizada para realizar o 

ensaio comela e a analise de inliabilidade celular. Para as concentrações 

utilizadas nok ensaios de toxicilade fdram levados em consideração os 

resultados oblidos no ensaio de atiyl idade Jntifúngica (MIC). 
1 1 
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Eletroforese rm gel de célula úniba (ensaio cometa) 

O ensaio cometa alcalino ti aplicado como descrito na literatura de 

acordo com ais orientações gerais Jara uso do ensaio cometa, que foi realizado 

em triplicata para cada concenJração de LI. testada. Cada amostra foi 

analisada em duplicata (duas lâmi1as com cem células cada) e dois individuos 

diferentes avaliaram cada lâmina. As células foram pontuadas visualmente de 

acordo com b comprimento da calda e receberam pontuações entre O (sem 

migração) e i (migração máxima)] Assim, o índice de danos para as células 

variou de O ltodas as células se~ migração) a 400 (todas as células com 

. - , L ) m1graçao max1ma . · • 

Ensaio de lnLabilidade celular 

1 
b ensaio de inviabili' ade celular foi realizado utilizando células 

expostas às ~esmas concentraçõJs de Lls testadas no ensaio cometa. Após a 
1 1 

incubação, 100 ml de uma sLspensão de células leucocitárias foram 

homogeneiza6as por 3 min. com 1 O ml de uma solução 0.2% de Trypan Blue 

em tampã1 de fosfato. A inviabilidade celular foi determinada 

microscopicarnente (aumento de OOx) e duas categorias de células foram 

pontuadas: (11) células vivas incolo

1
ls ou azul claro; e (2) células mortas de cor 

azul. Um mírimo de 300 célula, foi contado para cada determinação de 

sobrevivência. 

Descrição dltalhada das figuras 

Figura 1: SaiJ imidazólicos com atiwidade antifúngica 
1 1 
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1) Uso DE SAIS IMIDAZÓLICOS f OM ATNIDADE ANTIFÚNGICA E ANTIBIOFILME 

SOBRE FUNGOS LEVEDURIFdRMES PATOGÊNICOS E MUL TIRRESISTENTES 

caracterizado pelo grupo de sais de metilimidazol N-substituídos, 

incluinlo os N-substituinte -(CH2)nCH3 (n = 3, 5, 9, 13, 15); -

1 
(CH2CH20)nCH3 (n = 1, 3); - CH2)nC02H (n = 1, 3); e os ânions cr, 8F4-, 

(F3CSb2)2N-, H3CS03-, PF6-hoderem ser utilizados como antifúngicos. 

2) Uso Db SAIS IMIDAZÓLICOS boM ATIVIDADE ANTIFÚNGICA E ANTIBIOFILME 
1 . 

SOBRE FUNGOS LEVEDURIFO,MES PATOGÊNICOS E MuL TIRRESISTENTES de 

acordl com a reivindicação 1, caracterizado pelos referidos sais de 

metilimidazol N-substituídosl serem utilizados preferencialmente contra 

célulaJ planctônicas (infecdiosas) e de biofilme oriundas dos fungos 

levedJiformes Candida ttpica/is, C. parapsi/osis, C. glabra/a e 

T rlchotporon asahii, todos ~ultirresistentes aos antifúngicos utilizados 

na clínlica médica. 
.1 
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Resumb 

Uso DE SA1$ 1M10Azóucos coM A 1v10ADE ANTIFúNGICA E ANTIBtOFILME sosRE 

1 
FUNGOS LEVEDURIFORMES PATOGBNICOS E MUL TIRRESISTENTES 

A 1 t • - d 1 d b t A • . • t I t" presen e mvençao esc eve ur grupo e su s anc1as sm e 1cas 

atóxicas coJ ação antifúngica, om capacidade de remoção do biofilme 

leveduriform1, bem como ação prevef tiva de sua formação (atividade 

antibiofilme). Esse relatório descreve a aplicação dos sais imidazólicos, alvo da 

• - 1 t f 1 d "f 
1 

1 t A • h • • mvençao, con ra ungos eve un otmes pa ogenicos ao ornem e aos animais 

endotérmicosl (sangue quente), lssim domo sua aplicação sobre células 

fúngicas coL capacidade de ldesão sobre superfícies policarbonadas, 

denominadas! de células de biofilm . Os sais imidazólicos podem ser utilizados 

l 1 

como substâncias removedoras ou inibidoras da formação de biofilme, 

conservantes de produtos de uso f rmacêltico, cosmético ou alimentício (como 

aditivo alimentar) ou diretamente como droga antifúngica terapêutica, por 

1 
possuir atividade biológica equival nte a [fármacos antifúngicos de referência 

para estruturi molecular proposta nas drogas sintéticas alvo desta invenção. 
' 1 
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