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(57) Resumo: USO DE SAIS IMIDAZOLICOS COM
ATIVIDADE ANTIFUNGICA E ANTIBIOFILME SOBRE
FUNGOS LEVEDURIFORMES PATOGENICOS E
MULTIRRESISTENTES A presente invencdo descreve
um grupo de substlncias sintéticas atéxicas com acgdo
antifingica, com capacidade de remocdo do biofilme
leveduriforme, bem como acdo preventiva de sua
formacao (atividade antibiofilme). Esse relatério descreve
a aplicacdo dos sais imidazdlicos, alvo da invencéo,
contra fungos leveduriformes patogénicos ao homem e
aos animais endotérmicos (sangue quente), assim como
sua aplicagdo sobre células fungicas com capacidade de
adesao sobre superficies policarbonadas, denominadas
de células de biofilme. Os sais imidazdlicos podem ser
utilizados como substancias removedoras ou inibidoras
da formacdo de biofilme, conservantes de produtos de
uso farmacéutico, cosmético ou alimenticio (como aditivo
alimentar) ou diretamente como droga antifungica
terapéutica, por possuir atividade bioldgica equivalente a
farmacos antifingicos de referéncia para estrutura
molecular proposta nas drogas sintéticas alvo desta
invencao.
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. UsO DE SAIS IMIDAZOLICOS COM A%):/IDADE ANTIFUNGICA E ANTIBIOFILME SOBRE

FUN

Campo da in

GOS LEVEDURIFORMES

vencao

A presente in

antifingica e

antibiofilme visando

vengao descreve um

ATOGENICOS E MULTIRRESISTENTES

grupo de substancias sintéticas com agao

sua aplicacdo contra fungos patogénicos

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

como célula
policarbonadz
alvo da inve
produtos farm
diretamenté c

equivalente a

Antecedentes da invencao

s fungicas com capacidade de adesdo sobre superficies
s, denominadas de células de biofilme. Os agentes antifungicos
1¢cdo podem ser utilizados como substancias conservantes de

acéuticos, cosméticos ou alimenticios (como aditivo alimentar) ou

omo droga antifingica terapéutica, por possuir atividade biolégica

farmacos antifl]ngicol; de referéncia.

Atualmente, o numero de drogas antifungicas &€ extremamente limitado,

especialmentse
disponiveis.

antifungicas, 1

sto torna ainda ma

saude. Infecgdes flngicas estdo

morte por inf

eccOes em hospitais

> quando comparado ao numero de farmacos antibacterianos

s dificil sobrepor a resisténcia a drogas

ransformando infecgdes fangicas resistentes em um sério risco a

atualmente entre as principais causas de

(Azie, N., Neofytos, D., Pfaller, M., Meier-

Kriesche, H.U., Quan, S.P. & Horn, D. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 73, 293

(2012)).

O grupo imidazol é frequehtemente encontrado em substancias com

atividade bioilégiCa, incluindo agentes antifungicos como o cetoconazol,
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miconazol, bifonazol, butoconaz
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gl, clorotrimazol, econazol, fenticonazol,

isoconazol, omoconazol, oxiconazol, sertaconazol, sulconazol e tioconazol.

. ~ e s . « | ~ . yqe
Outras medicagdes antifingicas relacionadas séo as triazélicas (albaconazol,

fluconazol, isavuconazol, itraconazol, posaconazol, ravuconazol, terconazol,

voriconazol)

e as tiazolicas (apafungin). Os antifingicos imidazdlicos,

triazblicos e tiazodlicos inibem a enzima lanosterol 14 a-demetilase; a enzima

necessaria para converter lanosterol em ergosterol e assim promover a

biossintese da membrana celular fingica

Infect. Dis. 46, 120 (2008)).

(Kanafani ,Z.A. & Perfect, J.R. Clin.

O Cetoconazol, nome genérico do|cis-1-acetil-4-[4-[[2-(2,4-diclorofenil)-

2-(1H-imidazol-1-ilmeti)-1,3-dioxola

IUPAC), férmula quimica CyH2sCl:
proposto na literatura. A invengao f¢
U.S. Pat. No. 4.335.125 na qual
contra fungos leveduriformes e fi

cetoconazol foi em seguida descr

4.569.935. Posteriormente ao cetoconazol

antifangica do Nitrato de Miconazol (U.S.

n-4-i[Jmetoxillfenil] piperazina (nome
N4O4, foi o primeiro antifiingico imidazélico
i originalmente descrita por Heeres et al. na
'destaca sua atividade antifungica in vitro
amentosos. A agdo antifungica topica do

ita por 'Rosenberg et al. na U.S. Pat. No.

ocorreu a descricdo da agao tdpica

Pat. No. 3.717.655), nhome genérico

do (RS)-1 -[?-(2,4-diclorobenzilox1)-2-(2, 4-diclorofenil)-etil]-1H-imidazol (nome

IUPAC), férmula quimica C1gH14GlsN20,

possui um espectro de agédo mais

amplo e efetivo contra dermatofitos e leveduras patogénicas, apresentando seu

uso em diferentes apresentacdes farmacéuticas (creme, po, supositorios,

comprimidos ie soluges).
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liquido a temperaturas de até 100 ¢C, que

negligenciavel. Inicialmente, Lis for.
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denominados de Lis s&o sais no estado
apresentam tipicamente volatilidade

am aplicados como substitutos de solventes

volateis convencionais, transformando processos: perigosos em reciclaveis e

ambientalmente amigaveis (Wasserschied, P. & Welton, T. lonic Liquids in

Synthesis, ed. VCH Wiley, Weinhe
aplicacao foi amplamente expandid
em baterias é em preparacgao de
Prog. Polym. Sci. 34, 431 (2009)).
imidazolicos encontra aplicagdes
materiais, principalmente devido ag

estruturais em ambos cation e &

im, 2nd Ed. (2008)). Mais tarde, o foco de
0 com, por éxemplo, seu uso como eletrélito
nanomaheriais (Lu, J., Yan, F. & Texter, J.
Especialmente, a classe de LIs com cations
de uma ampla variedade de processos e

) facil ajuste de propriedades por mudangas

nion (Wasserschied, P. & Welton, T. lonic

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

& Texter, J. Prog. Polym. Sci. 34, 4L1 (2009)).

Estudos sobre a atividade b

escassa e a maioria destes estudo

contra espécies padrao de teste (&
Caldwell, G.A., Caldwell, KA. & F

Pernak, J., Sobaszkiewicz, K. & Mi

iolégica de Lls imidazoélicos é relativamente
s é focado nas propriedades antibacterianas
Sswatloski, R.P., Holbrey, J.D., Memon, S.B,
Rogers, R.D. Chem. Commun. 668 (2004);

rska, 1. Green Chem. 5, 52 (2003); Petkovic,

M. et. al. Green Chem. 11, 889 (2009); Frade, R.F.M. & Afonso, C.A.M. Hum.

Exp. Toxicol.

29, 1038 (2010)). Varios estudos relatam que as propriedades

fisico-quimicas Unicas dos Lls, especialmente a ndo volatilidade, a resisténcia

térmica e quiimica, além de sua estrutura

auto-associativa, sdo atrativas para
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varias aplicag-'(”)es farmacéuticas, p#incipalrhente como agentes antibacterianos

(Ferraz, R.,

ChemMedChem. 6, 975 (2011)).

exemplo, normalmente apresentam valore

Agerlltes _antissépticos catibnicos,

Branco, L.C., Prudéncio, C., Noronha, J.P. & Petrovski, Z.

por

s de concentragao inibitéria minima

(CIM) entre 8-500 pg.mL™" (Demberelnyamba, D. et al. Bioorg. Med. Chem.12,

853 (2004)). Dentro deste contexto, Houg'h-Troutman et al. apresentaram Lls

com valores de CIM., contra bactérias de

interesse clinico, entre 4-10 pg.mL™"

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

poucos dados relacionando a atividade an

humanos sdo disponiveis. Como

efeitos colaterais indesejados e sao inefic
leveduras patogénicas emergentes, exis

prospecgao de novos agente antifingicos

varias (

tifingica de Lls e sua toxicidade em
drogas antifungicas atuais possuem
ientes contra 'um_grande namero de
te uma necessidade urgente pela

(Thompson lll, G.R., Cadena, J. &

Patterson, T.F. Clin. Chest. Med. 30, 203 (2009)).

Descricao e sumario da invencaoc

Esta invencdo descreve a
conjunto de sais metilimidazoélicos

(CH2)nCH3 (n

avaliag

N-subst

3), e os anions CI', BF4, (F3CSO,),N", H3sC

leveduras patégenos emergentes.

15 mostraram,

Os sais

independentemente do

40 da atividade antifingica de um

tuidos, incluindo os N-substituintes -

=3, 5,9, 13, 15), (CH,CH,0)2CHs (n = 1, 3), (CH2)sCOzH (n = 1,

SO3', PF¢, sobre isolados clinicos de
N—alquilimidazélio comn=29, 13 ou

anion, atividade inibidora contra

diferentes isolados de Candida tropicalis, Candida parapsilosis e Trichosporon

asahii.
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O sal imidazolico de cloreto de 1-n-hexadecil-3-metilimidazdlio mostrou a

maior atividac

e inibitéria contra todos os isolados com concentragéo inibitéria

minima de 0,9 ug.mL™?, independentemente do tipo de isolado. Visando a

utilizagdo segura destas seis substancias bioativas nos seres humanos, os

testes in vitrg
da aplicagao ¢

Em tod
em células de
sais imidazol
menor do qu

essa classe p

genotéxicos foram realizados com células leucocitarias atraves

las concentragdes inibitérias minimas do sal imidazdlico.

0S 0S Casos, nenhurrL efeito gehotéXico devido a danos no DNA
‘ leucécitos humanos foi observado. Em geral, foram identificados
0os mostrando atividade cohsideravelmente maior e toxicidade
e ant_ifﬂngicos atualmente no mercado e, como consequéncia,

ode ser considerada lomo uma droga potencial para o tratamento

de agentes patogénicos de leveduras emergentes.

Descricao de

italhada da invencao

Esta ps:
de um gfupo
contra espeéc
substituidos,
(CH,CH,0),G

(F3CSO.):N’,

C.C., Ebeling'

atente descreve um grupo de LIs, os quais se efetuou a varredura
de sais imidazdlicos|(Figura 1) em atividade antifingica in vitro
ies de leveduras emergentes. Os sais de metilimidazol N-
incluindo os N-substtuintes f-(CHz)nCHg (n =3, 5, 9, 13, 15); -
Hs; (n = 1, 3); (CH3),CO.H (n = 1, 3); le os anions CI, BF4,

H3CSOs', PFg (Figura 1); foram sintetizados como previamente

“reportado (Schrekker, H.S. et. al. J. Braz. iChem. Soc. 19, 426 (2008); Cassol,

G., Ferrera, B. & Dupont, J. Adv. Synth. Catal. 348, 243 (2006) e

testados contra 32 isolados clinicos de infecgdes nosocomiais por leveduras.

Além disso,

seus riscos potenciais de toxicidade em células leucocitarias
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| , .
humanas foram avaliados para se obter um melhor entendimento de seu

potencial de uso como uma droga.

Exclusivamente os sais imidazolicos substituidos com cadeias N-alquil

comn =9, 13, 15 mostraram, ind
concentragées de 500 pg mL™

parapsilosis, {C. glabrata e Trich

Minima, doravante chamada apenas de C

cada espécie foi determinada. De

inibitéria minima dos Lls variaram e

O LI. C1¢MImCI apresentou,

Lls identificacjos como ativos, apres

os isolados (CIM. de 0,9 pug.mL™"), indepen

muito menor
cetoconazol, testados contra os

séo de extrema importancia, ja q

que os valores de CIM. de dr

spendente do anion, atividade inibitéria em

contra

modo

isolados de Candida tropicalis, C.
hsporon asahii. A Concentracéo Inibitoria
IM, destes Lls contra 8 isolados de

geral, os valores de concentragéo

ntre 0,9-250 ug mL-1 (Tab. 1).

=m gera

|, a melhor agao antifungica entre os

entando a maior agao inibitoria contra todos

€SMOos

e todos

dente do tipo de isolado. Este valor é
ogas comerciais usuais, fluconazol e
isolados (Tab. 1). Estes resultados

os isolados testados no ensaio de

susceptibilidade aos antifungicos slo fortes formadores de biofilme.

A habilidade de formar tLiofiIme

capacidade das leveduras patogén

biofilme promove resisténcia as drogas

contra as defesas imunolégicas do

e de dificil tratamento (Cuéllar-Cruz, M., L«

J.C. & Ruiz-Baca, E. Future Microb

icas de

é substancialmente associada a
causar infecgdes. Esta formacao de

antifingicas e resulta em protecéo

hospedeiro, causando consequéncias sérias

dpez-Romero, E., Villagbmez-Castro,

ol. 7, 755 (2012)).
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Agente‘é antifungicos imidazplicos agem através da inibicao da enzima

lanosterol 14 a-demetilase e, devido a semelhanca estrutural entre o imidazol e

0s composto

membrana da

do ergosterol

cada isolado

" ug mL") (Arthington-Skaggs, B.A.,

Microbiol. 37

ergosterol ce

células controle cultivadas sem trat

célula cultivac

imidazoélico ir
biosintese do
ergosterol in

possibilidade

disponiveis comercialmente, como

incluindo antifingicos que agem

Santos et a
fluconazol (FL
A., Gouveia,

César, |. C,, ¢
Fluconazol re

devido a sua

foi avaliado. O conte

ergosterol. Curiosam

. (2012) relataram

L. F., Taylor, E. L. S

Santos, D. A., Antimic

forte agao inibitéria d

! |

s imidazolicos, o potencial do LI. C{sMImCI em danificar a

s células de leveduras emergentes pela inibicdo da biossintese

1do total de ergosterol foi determinado para

cultivado, aplicando uma concentrag¢édo de LI. sub inibitéria (0,45

Jradi, H Desai, T., Morrison, C.J. J. Clin.

3332 (1999)). A reducdo ‘porcentual na quantidade total de

ular para isolados clinicos sensiveis, comparado a quantia em

amento:antift]ngico, variou entre 33-89% por

ja. Baseado nestes resultados pode ser concluido que este sal

libe a enzima lanosterol 14 a-demetilase e afeta o ciclo de

ente, esta redugdo parcial na quantidade do

duzido pelo LI. C4sMImCl em concentragido sub-CIM abre a

de uso deste LI. em combinagdo com agentes antifiingicos

uma estratégia de sinergismo entre drogas,
como inibidores de biosintese de esterdis.

sobre as interagbes antagonisticas entre

_U) e anfotericina B (AmpB) em concentragdes CIM (Santos, J. R.

. Resende-Stoianoff, M. A.. Pianetti, G. A.,

rob. Agents Chemother. 56, 2553 (2012)). O

duz os sitios de ligacao disponiveis para a agado da Anfotericina B

a biosintese do ergosterol em niveis de CIM.



10

15

“Assim, podemos concluir que os

8/15

Lis sdo candidatos promissores para o

tratamento de infecgdes por leveduras resistentes, seja como um componente

unico ou em combinagao com, por exemplo, azdis.

Tabela 1. A susceptibilidade

in vitro das leveduras patogénicas

emergentes ifrente aos liquidos i6nicos imidazélicos e aos agentes

antifangicos|azdlicos. . |

1

Faixa de CIM / CIM 50 (ug ml ')

Leveduras patogénic!as CioMIm  C;sMIm CH;MIm CoMIm C;MIm CMIm  Cetoconazol Fluconazol

Cl Cl - PFjs MeS BF, NTf;
Trichosporon asahii 7.8-62.5 09-09 15.6-62.5 31.2-125 195-15.6 31.2-125 0.25-16 4-8
312 0.9 nsle 162:5 3.9 /62.5 /4 /8
Candida parapsilosis ~ 19-156  09-09  09-312 19625 04-156  09-0.9 0.125-16 1-128
/7.8 09 . /1.8 3.9 0.9 /1 n
Candida tropicalis, ~ 09-31.2 . 09-09  09-39  19-I25 09-09  09-250 0.25-16 2-128
.9 0.9 /1. /.9 0.9 0.9 /4 /8
Candida glabrata ~ 7.8-312 0909  19-78 156250 09-09  39-125 0.5-32 4-128
1 /15.6 /09 39 31.2 /0.9 /15.6 /4 /8
CIM., concentra¢ao inibitdria minima; CIM. 50, CIM. que inibe 50% dos isolados testados.

Baseado nos resultados e |na estrutura molecular dos Lls ativos, um

mecanismo de inibicdo em duas etapas é proposto. Na primeira etapa o LI

precisa permear a membrana da célula flingica, onde o caminho reacional de

sintese do ergosterol ocorre. Isso explicaria a permeabilidade exclusiva dos Lls

com cadeiai alquilica longa, @

s quais possuem estruturas anfifilicas

semelhantes |[a da bicamada fosfolipidica da membrana celular. A segunda

etapa é responsavel pelo efeito de

A atividade de remocédo e

nibicdo da rota sintética do ergosterol.

inibigéo do biofilme leveduriforme sobre

cateteres (como corpo de prova) foi observada em testes com isolados clinicos

multirresistentes de Candida tropicalis (72A, 72P, 94P, 102A, 17P, RL18, RL17,

RL16). Células de biofilme foram

removidas com apenas 45 segundos de

exposi¢édo do corpo de prova coptaminado ao sal imidazélico CieMIMCI. A
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N N
observada, ap6s o mergulho do corpo de }prova no sal.imidazélico durante 45

segundos. A|capacidade de rem
fungico leveduriforme teve melhor
fluconazol, farmaco de referéncia n

Visando o uso seguro dos LI

in vitro com células leucocitarias h

0cao e

umanas

inibicdo da formacgdo do biofiime

performance do que o antifangico triazélico
0 tratamento de leveduroses.

s bioativos em humanos, testes genotoxicos

foram realizados pela aplicacao da

Concentracdo Inibitéria Minima do sal imidazélico. Glébulos brancos séo os

tipos de células mais comumer
(Montagner, G.F.F.S. et. al. Toxico
Environ. Mol. Mutagen. 35, 206 (20

(2003); Nadin, S., Vargas-Roig, L.

1183 (2001))

ite testadas em ensaio cometa alcalino
l. in Vitro 24, 1410 (2010); Tice, R.R. et. al.
00); Hartmann, A. et. al. Mutagenesis 18, 45
& CiocT:a, D. J. Histochem. Cytochem. 49,

Este € um método amplambnte utilizado para detectar quebras

lineares como danos iniciais das moléculas de DNA, ja que este € um

procedimento rapido e.sensivel p
células de mamiferos, assim J

Gutiérrez, E.|

Clin. Pharmacol. Toxicol. 96, 1 (2005);

ara detectar genotoxicidade preliminar em

omo biomonitoramento humano (Cortés-

et al. J. Histochem. & Cytoc

hem. 59, 655 (2011); Moller, P. Basic

Moller, P. Basic Clin. Pharmacol.

Toxicol. 98, 336 (2006); Kawaguchi, S. et al. J. Nuclei Acids 2010, 1 (2010)). Os

sais imidazélicos testados ndo m
nas concentracdes utilizadas, em
unica. Entao,|sob estas condicoes,

na estrutura

viabilidade cealular proximo ao dos

straram nenhum dano detectavel de DNA

ensaic

os Lls

de DNA. De modo semelha

de eletroforese em gel de célula
foram incapazes de induzir a quebra

nte, os Lls mostraram um grau de

encontirados para as amostras de controle
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negativo e DMSO (Mischell, B.B.

10/15

& Siing

, S.M. Selected methods in cellular

immunology (W.H. Freeman Company, San Francisco, 1980)). Estes resultados

demonstraram que os Lls s&o incapaze

induzir dano

resultados do ensaio de viabilidade celul

s, sob as condi¢cdes aplicadas, de

A membrana em células leucocitarias humanas. Além disso, os

ar confirmam os resultados obtidos

pelo ensaio cometa, ja que uma elevada porcentagem de viabilidade celular é

necessaria para realizar este ensaio (COIIins, AR. et al. Mutag. 23, 143 (2008)).

De modo geral, considerando as ¢ondicdes experimentais aplicadas, nenhum

efeito genotdxico devido a danos na estrutura da membrana celular e DNA de

células leucocitarias humanas foi observado. Consequentemente, esta classe

de Lls pode ser considerada como
leveduras patfogénicas emergentes
os Lls

Para concluir,

potencial para drogas no tratamento contra

ide:ntificados

consideravelmente maior e menor toxic

sais n

apresentam  atividade
dade que antifingicos comumente

netilimidazolicos N-substituidos sao

promissoras drogas, nao toxicas, contra leveduras emergentes e representam

uma importaLte alternativa as terapias

.com antifungicos azélicos para o

tratamento e prevencéo de candidezes e tr

METODOS

Sais Imidazélicos

icosporosis.

Os LIs C4MImBF4, C4,MImNTE, CiMIMPFs, CsMImMeS, CioMimMesS,

C14MlmNTf2, .

1

CisMImBF,4, CisMIMPFg, CLOMImMeS e C;0sMImMeS foram

sintetizados através de méfodo livre de h!aletos. Os Lls C1oMImCI, C1sMImCI,

|
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CHchOHMIrI:nCI e C3HsCOOHMIMCI foram sintetizados utilizando precursores

halogenados.; Todos os métodos

espectrais dos produtos obtidos estdo de

da técnica.

ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Avaliacao da atividade antifingica in vit
Um total de 32 isolados clinicos de |

distribuidas em quatro espécies foi subm

antifangica: Trichosporon asahii (TAHO05,

sao Jescritos na literatura e os dados

acordo com os relatados no estado

E ANTIBIOFILME FUNGICO

o

eveduras patogénicas e oportunistas
etido aos testes de susceptibilidade

TAH09, TAH10, TAHA15, TAHA16,

TAHARL40, TAHARLA46, TBL23),

Candida parapsilosis (RL11, RLO1, RLOS,

RLO7, RL13,|
RL25, RL26,
RL17, RL16)
casos clinicos
trato urinério;
Todos os iso

na Universida

emergentes foram determinadas

acordo com

AE
Standards Institute, 2008) utili o

contendo L-g

A coni:entragéo inibitéria riﬁnima

RL20, RL27 e RL32), C. glabrata (RL 02, RLO3, RLO9, RL12,
RL34 e RL35) e C. tropicalis (72A, 72P, 94P, 102A, 17P, RL18,

Os isolados utilizados nesta invencéo sao todos oriundos de

5 de leveduroses incluindo infecgdes sistémicas, respiratérias e do
tanto em pacientes HIV positivos como em imunocompetentes.
ados estdo depositados na Micoteca da Faculdade de Farmacia,

de Federal do Rio Grande do Sul.

CIM) dos Lis contra as leveduras
elo metodo de microdiluicdo em caldo, de

o0 documento M27-A3 da CLSI 2008 (Clinical Laboratory and

meio RPMI-MOPS (RPMI 1640

|

utamina, sem b|carb nato de sédio - Sigma-Aldrich — tamponado

para pH 7.0 cE:om 0.165 mol.L™ de

OPS l

[

Sigma). A concentragao dos Lls foi
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.
testada na faixa de 1,9-500 pg.ml’

foram transferidas para os pogos

definida como a menor concentrag

crescimento

visivel do isolados |

fluconazol e cetoconazol foram util

12/15

' e uma aliquota de 100 uL das culturas

das microplacas de titulagdo. A CIM foi
50 dos sais imidazolicos na qual nao houve
aveduriformes. Os antifungicos comerciais

zados como controles positivos e negativos

nos ensaios realizados. Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata.

A concentrag

de 10 microlitros de cada pogo

incubados a 32 °C por 3 dias. AC

50 fungicida minima (CFM) foi determinada através do subcultivo

em placas contendo agar sabouraud e

M foi definida como a menor concentragdo

capaz de matar o microrganismo. Os valores do CIM50 foram também

determinados, através da concentfacao fungistéﬁca do LI que inibe 50% dos

isolados.

Quantificagdo da agéo inibitéria $obre a membrana celular fangica

Com a finalidade de avaliar

esterol de membrana pelo LI

determinagéo' da CIM, o esterol

extraido com

o previamente relat

ergosterol e do ergosterol interme

A reducao dd

ergosterol detectave

LI. sobre a biossintese desse ester

Para a analise, uma aliqu

membrana

foi diluido 5 v

espectrofotometricamente entre 24

a capacidade de inibigdo da biossintese do
mais efetivo (C1sMIMCI) nds ensaios de
presente na membrana celular fungica foi
ado, determinando assim a presenga do
diario 24(28)-DHE [24(28)-deidroergosterol].
| nos extratos de levedura indica a agao do
0l de mémbrana.

lota de 20 pL do extrato de esterol de
‘ anidro e varrido

azes em Etanol

10 e 300 nm. O conteudo do ergosterol foi
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calculado con%o a percentagem do
seguintes equagc")es: % ergosterol
do pellet, % 24(28)DHE =
+ % 24(28)DHE] — %

[%ergosterol

em etanol e {290 e 518 sao valo

ergosterol e 24(28)DHE cristalino, r

Avaliacao da capacidade de re

liquidos idonicos nos corpos de p

[(A230/

13/15

peso d? pellet da célula fungica atfavés das
+ % 24&28)DHE = [(A281.5/290) * F] / peso
518) Il]/peso do pellet, e a % ergosterol =
24(28)DHE, em que F é o fator de diluigao
res (em % por cm?) determinados para o
éspectivamente.

mogéo[ do biofilme leveduriforme pelos

rova

Corpos de provas (materiais policarbonados como cateteres) foram imersos em

solucao contendo cada sal imidazdlico, separadamente. Apo6s o tempo de 45,

60 e 90 segundos, respectivamente, os corpos de prova foram retirados da

solugao e foram imersos em um

estéril, aplicando-se ultrassom a

aderidas a superficie do corpo de

aplicadas em cada amostra sonic

semeadas em meio Agar Saboural

método da gota. As placas foram in

das UFC/cm3 (Unidades Formado

fim de quantificacéo da atividade d

da quantidade de células removig

representou a capacidade de remo

recipiehte com 50 mL de agua peptonada
fim de| desprender as células fracamente

prova, Diluigbes decimais seriadas foram

ada, sendo que 20 pyL das mesmas foram
id acrejscido de cloranfenicol (Ox0id®), pelo
cubada’s a 32 °C, por 24 h, para a contagem
-as de Coldnia por centimetro quadrado) a
e remoc¢ao do biofilme formado. A diferenca

as entre solugéo teste e solugéo controle

;4o do biofilme.

Avaliagédo da atividade antibiofilme dos sais imidazélicos nos corpos de

prova
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Cada tipo dé corpo de prova foj previamente imerso nas solugdes teste,
separadamente, durante 45, 60 e|90 seg}undos. Para controle, um corpo de
prova de cadé material, sera imerso apenas em agua peptonada a 0,v1%. Apbs
a exposigéo, 0s corpos de prova seréo ritirados das solugbes antifungicas e
submetidos & prova de formagdo do biofilme, em erlenmeyer contendo a
solugéo das células leveduriformes na concentragdo em UFC/mL de infecgao.

A auséncia de células de biofiime, ou a presenga de quantidade de células

inferior a densidade celular encontrada no corpo de prova nao tratado

caracterizou a eficacia da atividade antibiofilme (ou inibidora da formag&o do
biofilme fungico). |
AVALIAGAO|DA TOXICIDADE CELULAR

Coleta de amostra de sangue

As amostras de sangue periférico foram coletadas por puncéo venosa,

utilizando seringas (BD Diagnostics, Plyinouth, UK) e tubos com heparina.
SUbsequente"nente, os leucdcitos foram isolados e uma suspensao foi ajustada

para se obter 8x10° células/mm?®| Desta suspensdo leucocitaria, foi retirada

uma aliquota que foi, posteriormente incubada com diferentes Lls por uma
hora, sendo: C1oMImCI (16 pug mL™), C1MImCI (10 ug mL™"), C1eMImPFg (35 g
mL™), C1oMImMeS (65 pg mL™"), C{gMImBF4 (16 ug mL"), e C14MImNTf, (10 ug

mL™"). Em seguida, uma aliquota de cada amostra foi utilizada para realizar o

ensaio cometa e a analise de inviabilidade celular. Para as concentragdes

utilizadas nos ensaios de toxicidade foram levados em consideragéo os

resultados obétidos no ensaio de atividade a‘ntifl’mgica (MIC).
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Eletroforese em gel de célula tni
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ca (ensaio cometa)

O ensaio cometa alcalino foi aplicado como descrito na literatura de

acordo com as orientagées gerais para uso do ensaio cometa, que foi realizado

em triplicata
analisada em
diferentes avaliaram cada lamina.
acordo com 0 comprimento da ca
migracéo) e 4 (migracao maxima)

variou de 0

migragdao maxima). -

Ensaio de Inviabilidade celular

para cada concentracdo de LI testada. Cada amostra foi

duplicata (duas laminas com cem células cada) e dois individuos

As células foram pontuadas visualmente de
uda e receberam pontuacdes entre 0 (sem

Assim, o indice de danos para as células

todas as células sem migracdo) a 400 (todas as células com

O ensaio de inviabilidade celular foi realizado utilizando células

expostas as mesmas concentragdes de Lls testadas no ensaio cometa. Apds a

incubacao, 100 mL de uma s

uspensdo de células leucocitarias foram

homogeneizad.as por 3 min. com 100 mL de uma solugéo v0.2% de Trypan Blue

em tampdo de fosfato. A

microscopicamente (aumento de

inviab.ilidade celular foi determinada

400x) e duas categorias de células foram

pontuadas: (1) células vivas incolofes ou azul claro; e (2) células mortas de cor

azul. Um minimo de 300 células foi contado para cada determinagdo de

sobrevivéncia.

Descricao detalhada das fiqufas

Figura 1: Sais‘}. imidazélicos com ati‘Jlli_dade antifungica
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1) UsSO DE SAIS IMIDAZOLICOS

2)

_ leveduriformes Candida tr

~caracterizado pelo grupo

Uso DE SAIS IMIDAZOLICOS

Rei

171

Llindicacées

COM ATIVIDADE ANTIFUNGICA E ANTIBIOFILME

SOBRE | FUNGOS LEVEDURIFORMES PATOGENICOS E MULTIRRESISTENTES

incluindo os N-substituinte
(CH2CH20),CH3 (n =1, 3); -

(FaCS0O2)2N", H3CSO3', PFg

de sais de fnetilimidaiol N-substituidos,
s «(CH2).CHs (n = 3, 5, 9, 13, 15); -
CH2)nCO2H (n = 1, 3); e os anions CI’, BF4,
pboderem ser utilizados como antifingicos.

COM ATIVIDADE ANTIFUNGICA E ANTIBIOFILME

SOBRE {FUNGOS LEVEDURIFORMES PATOGENICOS E MULTIRRESISTENTES de

acordo com a reivindicagac
metilimidazol N-substituidos

células plancténicas (infecc

) 1, caracterizado pelos referidos sais de
serem  utilizados preferencialmente contra
iosas) e de biofilme oriundas dos fungos

opicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e

Trichosporon asahii, todos

na clinica médica.

multirresistentes aos antifungicos utilizados



1/1

Figuras

tFigura 1
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Resum

o

USO DE SAIS IMIDAZOLICOS COM AT

FUNGOS LEVEDURIFORMES

IVIDADE

PATOGE

A presente invengao descreve ur

atoxicas com acdo antifungica, com ca

leveduriforme, bem como agéo
antibiofilme). Esse relatério descrex
invengéo, contra fungos ievedurifo

endotérmicos

prever
/e a apl

'mes pa

ANTIFUNGICA E ANTIBIOFILME SOBRE
NICOS E MULTIRRESISTENTES

m grupo de substancias sintéticas
pacidade de remogédo do biofilme
tiva de sua forma§éo (atividade
cagao dos sais imidazdlicos, alvo da

togénicos ao homem e aos animais

(sangue quente), assim como sua aplicacdo sobre células

fangicas com capacidade de &desdo sobre superficies policarbonadas,

denominadas. de células de biofilme
como substancias removedoras
conservantes

aditivo alimentar) ou diretamente

possuir atividade biolégica equival

como

ente a

para estrutura molecular proposta

2, Os sais imidazélicos podem ser utilizados
ou inibidoras da formacgdo de biofilme,

de produtos de uso farmacéutico, cosmético ou alimenticio (como

droga antifungica terapéutica, por

farmacos antifingicos de referéncia

nas drogas sintéticas alvo desta invencgao.
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