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RESUMO

As infecg@es fungicas aumentaram significativamente nas Ultimas décadas. A alta taxa
de mortalidade e o elevado numero de pessoas afetadas mundialmente por essas
enfermidades caracterizam as doengas causadas por fungos como um problema de
saude publica global. De forma analoga, a fitopatogenia fungica vem sendo
crescentemente relacionada com consideraveis perdas econémicas no agronegocio
mundial. Ademais, em ambos os tipos de patogenia, uma preocupante escalada da
resisténcia aos antifungicos vem sendo descrita na literatura cientifica. Em vista desse
panorama, urge a necessidade de desenvolvimento de novas moléculas com um
potencial antifungico efetivo e melhor compreendido, uma vez que € muito limitada
atualmente as opcdes terapéuticas antifungicas frente a fungos patogénicos e
fitopatogénicos. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo principal a
prospeccdo de novos compostos triazolicos derivados de 8-hidroxiquinolina, bem
como a determinacdo de suas atividades antifungicas e possiveis mecanismos de
acao sobre diferentes espécies fungicas patogénicas ao homem e aos produtos
agricolas importantes. Para tais avaliacdes, realizaram-se ensaios de perfil de
suscetibilidade antifingica, testes de mecanismo de acao e determinacdo de curvas
de morte. As moléculas mais promissoras apresentaram CIM entre 1-16 pg/mL para
leveduras, 2-4 pg/mL para dermatoéfitos e 8-32 pg/mL para Fusarium spp. Em geral,
um perfil fungistatico foi caracterizado para as moléculas testadas; no entanto, a
presenca de efeito fungicida também foi observado no decorrer dos ensaios para duas
espécies: Candida guilliermondii e Microsporum canis. Essa acao foi verificada em
todas as concentracbes elaboradas e em diferentes tempos, 6h e 120h,
respectivamente. Dessa forma, foi possivel identificar um protétipo dentre os
derivados sintetizados com expressiva acdo antifungica, sobre leveduras e
dermatofitos, indicando baixa toxicidade celular. Contra espécies patogénicas e
fitopatogénicas de Fusarium, também obteve-se relevante suscetibilidade, com
resultados muito préximos ou iguais ao farmaco de escolha para o tratamento clinico,
o qual pertence a mesma classe de fungicidas utilizados no controle de pragas na
agricultura.
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ABSTRACT

The number of fungal infections has increased significantly in the last decades. Due to
high mortality rates and the increased number of people affected by such illness
worldwide, diseases caused by fungi have become a global public health concern.
Similarly, phytophatogenic fungi has been increasingly correlated with considerable
economic loss in the global agrobusiness sector. Moreover, the scientific literature
documents a concerning rise of resistance to antifungal medicine in respect of both
pathogeneses. In view of such hazardous scenario, it is necessary to develop new
molecules with effective, as well as better understood, antifungal potential, as the
current range of antifungal medicines used in pathogenic and phytopathogenic fungi
treatment are rather limited. The present study mainly focuses on the investigation of
new compounds derivatives of 8-hydroxyquinolines as well as the establishment of
their antifungal activity and the possible mechanism of action against different human
fungal pathogens and important agricultural products. For such analysis, antifungal
susceptibility tests, mechanism of action and time-kill assay were carried out. The most
potent compounds showed MIC between 1-16 pg/mL for yeasts, 2-4 pg/mL for
dermatophytes and 8-32 pg/mL for Fusarium spp. In general, a fungistatic profile was
determined to the compounds tested; however, the presence of fungicidal effect was
also observed during the assay for Candida guilliermondii and Microsporum canis. This
action was observed in all of the elaborated concentrations and in different time frames
- 6h and 120h, respectively. Thus, a prototype among the derivatives synthesized with
expressive antifungal action was identified for yeasts and dermatophytes, indicating
low cell toxicity. Against pathogenic and phytopathogenic species of Fusaruim,
relevant susceptibility was also achieved. The results were the same or very close to
those achieved by the medicine chosen for clinical treatment, which belongs to the
same class of fungicides used for plague-control in agriculture.
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Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (93 p.) July,
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1. INTRODUCAO

Das milhares espécies fangicas que existem no planeta, a minoria é
reconhecida como patégenos de humanos, animais, plantas e vegetais. No entanto,
esse pequeno grupo, possui alta habilidade de desencadear doencas com diferentes
formas de manifestacdo: através de processos menos dolorosos e com brandas
consequéncias, como as infec¢cbes superficiais; ou de formas mais severas, como
ocorre em pacientes com sistema imunolégico comprometido desencadeando
infeccbes disseminadas; ou ainda, acometendo quildmetros de plantagdes dos mais
variados produtos agricolas resultando em déficits na economia mundial.

Infelizmente, ainda pode-se afirmar que as infec¢des fungicas aumentaram
significativamente nas ultimas décadas, levando a um numero aproximado de 1,5
milhdes de mortes por ano e afetando cerca de 1,2 bilhdes de pessoas no mundo,
caracterizando as enfermidades causadas por fungos como um problema de saude
publica global. Dessa forma, fungos oportunistas e emergentes, como espécies de
Candida nao albicans (CNA) e Fusarium, vem sendo relatadas na literatura com mais
frequéncia. Candidemia, por exemplo, € a micose invasiva mais prevalente a nivel
mundial e com alta taxa de mortalidade entre pacientes imunodeprimidos. Ja a
fusariose € reportada como a segunda infeccdo fungica mais comum em alguns
paises, podendo levar a fungemia nessa mesma populacdo. Ainda, as espécies
fitopatogénicas de Fusarium sdo capazes de contaminar alimentos devido a producéo
de micotoxinas e demonstram-se resistentes a diversos antifungicos disponiveis no
mercado. Dentro deste contexto sobre fungos emergentes, leveduras como
Trichosporon spp. e Magnusiomyces capitatus, observadas e reconhecidas ha alguns
anos como parte da microbiota de humanos e/ou como contaminantes de isolados
clinicos, vem sendo identificadas como potenciais patdogenos de individuos
imunossupressos e higidos. A tricosporonose invasiva pode ser letal e a geotricose
assemelha-se a esse quadro, sendo uma infeccéo rara, mas potencialmente fatal.

Como dito anteriormente, as infeccbes por esses microrganismos
manifestam-se de muitas formas. Percebe-se na literatura alta prevaléncia das
micoses superficiais, afetando cerca de 25% da populacdo mundial. Os dermatéfitos
podem ser vistos como 0s principais agentes causadores de infeccfes de pele,

interferindo negativamente na qualidade de vida da populacédo. Esse tipo de infortuno



em muitos casos acaba por gerar recidivas ou insucesso no resultado da terapia
escolhida.

Atualmente, os tratamentos utilizados no combate a essas enfermidades
sdo limitados e ha alguns fatores que podem ser relacionados ao fracasso de tais
abordagens terapéuticas. O uso indiscriminado de antibiéticos de amplo espectro, a
profilaxia antifingica (que culmina no desenvolvimento de mecanismos de resisténcia)
sistema imunolégico comprometido do hospedeiro e a utilizacdo crescente de
fungicidas agricolas contribuem para as barreiras no tratamento.

Juntamente com essas condi¢des, percebem-se as limitadas opcdes de
terapias antifangicas disponiveis. Muitos farmacos ndo apresentam acao fungicida e
demonstram alta toxicidade. Ainda, fungos emergentes, de importancia clinica e
ambiental apresentam resisténcia intrinseca a certos agentes antifungicos: Candida
krusei € intrinsicamente resistente ao fluconazol, Magnusyomices capitatus a
anidulafungina e espécies de Fusarium aos azois.

Com base no exposto, destaca-se a importancia da prospecc¢éo de novas
moléculas com agao antifiUngica que apresentem alta eficiéncia antimicrobiana e baixa
toxicidade ao individuo e/ou ao ambiente. Nesse contexto de busca, o interesse pelas
moléculas derivadas de hidroxiquinolinas tem aumentado nas ultimas décadas, uma
vez que a literatura as apresentam como uma estrutura privilegiada capaz de
desempenhar diversas funcbes bioldgicas. Essa caracteristica faz da 8-
hidroxiquinolina o derivado mais interessante a ser explorado: ela é a Unica, dentre
seus isdmeros, capaz de formar complexos com ions metélicos, habilidade

responsavel por suas acdes no ambito farmacéutico.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Sintetizar novos compostos derivados de 8-hidroxiquinolina e avaliar suas
atividades antifingica, mecanismo de acdo e toxicidade sobre espécies fungicas
patogénicas ao homem e também fitopatogénicas, bem como determinar um perfil
fungicida ou fungistatico para os derivados sintéticos mais promissores.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Estabelecer uma rota de sintese de novos derivados de 8-
hidroxiquinolina com agéo antifingica.

2.2.2 Avaliar o perfil de suscetibilidade das cepas flngicas estudadas
em relacdo as novas moléculas.

2.2.3 Avaliar a citotoxicidade dos compostos mais promissores.

2.2.4 Apontar 0s possiveis mecanismos de acdo antifungica das
moléculas mais efetivas a nivel de membrana e parede celular.

2.2.5 Determinar curvas de morte celular de representantes das
espécies mais suscetiveis, mensurando o tempo de acédo fungicida e/ou fungistatico

dos compostos em relacdo a sua concentracgao.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Sintese de novos analogos de 8-hidroxiquinolina

A ocorréncia das infecgbes por fungos patogénicos aumentou
significativamente nas Gltimas décadas (Oliveri e Vecchio, 2014; Debourgogne et al.,
2016; Yaakov et al., 2017). E com isso, a busca por novos farmacos com acéo
antifingica também vem crescendo (Lam et al., 2014; You et al., 2018). No entanto,
observa-se que as drogas utilizadas no tratamento de infec¢gBes fungicas invasivas
disponiveis no mercado sdo, muitas vezes, insatisfatorias: toxicidade, baixa
especificidade, aumento da resisténcia ou formulagdes limitadas sdo algumas das
barreiras encontradas atualmente na busca pela melhor terapia (Lam et al., 2014,
Yaakov et al., 2017; Pippi et al., 2017; Fuentefria et al., 2017; You et al., 2018).

Dentro deste contexto, 0s compostos aromaticos e heteroaromaticos
chamam atencdo no que diz respeito a producédo e ao desenvolvimento de novos
farmacos, tanto pela industria farmacéutica quanto pela sociedade académica (Song
et al., 2015). A exemplo disso, encontram-se as quinolinas (figura 1) e seus derivados,
como a 8-hidroxiquinolina, a qual faz parte de uma classe cuja estrutura € formada
por heterociclo contendo nitrogénio (figura 2) (Khusnutdinov et al.; Lam et al., 2014;
Oliveri and Vecchio, 2016).
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Figura 1. Representacao da estrutura quimica da quinolina.

Quinolinas podem ser extraidas de plantas ou desenvolvidas através do
processo de sintese (Prachayasittikul et al., 2013) e seus derivados possuem diversas
acles bioldgicas. Sendo assim, nas ultimas décadas, o interesse pela classe das
guinolinas vem aumentado (Cherdtrakulkiat et al., 2016; Song et al., 2015; Oliveri e
Vecchio, 2016; Prachayasittikul et al., 2013) e diferentes atividades para estes
derivados s&o reconhecidas no ambito farmacéutico como: antibacteriana,

antifangica, antimalarica, antituberculose, anti-inflamatoria, anti-HIV e anticancer.



Seus derivados também sao utilizados na preparacéo de herbicidas e fungicidas para
agricultura (Khusnutdinov et al., 2014, Freitas et al., 2014; Oliveri e Vecchio, 2016;
Cherdtrakulkiat et al., 2016). Ainda sobre a variedade de propriedades que tal
molécula pode possuir, h4 relatos do seu potencial uso no tratamento das doencas de
Alzheimer, Parkinson e Huntington (Song et al., 2015; Finkelstein et al., 2015;
Huntington Study Group, 2015; Mao e Schimmer, 2008). Especificamente, a
habilidade das 8-hidroxiquinolinas de quelar ions metalicos é responséavel por fazer
desta classe de moléculas uma possivel op¢do para a terapia anticAncer e para as
doencas neurodegenerativas (El-Megharbel e Refat., 2015; You et al., 2018). Estas
podem formar um complexo com ions de cobre, zinco e ferro (Yaakov et al., 2017),
sendo o clioquinol e outros derivados, capazes de redistribuir esses ions de areas
onde ha agregacéao, devido abundancia dos metais, para areas citoplasmaticas, onde
h& deficiéncia (Finkelstein et al., 2015; EI-Megharbel e Refat, 2015; Huntington Study
Group, 2015; Franklin et al., 2016). Segundo a literatura, essa estrutura privilegiada é
capaz de realizar ligagbes com os ions metalicos atraves dos atomos de oxigénio (do
grupamento hidroxila) e de nitrogénio (do anel quinolinico), conforme ilustrado na
figura 2 (Song et al., 2015; Oliveri e Vecchio, 2016; Cherdtrakultiat et al., 2016).
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Figura 2. Representacdo da estrutura quimica da 8-hidroxiquinolina.

De todos os derivados de hidroxiquinolinas, a 8-hidroxiquinolina se
apresenta como o mais diferenciado a ser explorado, devido a suas indmeras
atividades biolégicas e potencial terapéutico (Prachayasittikul et al.,, 2013;
Cherdtrakultiat et al., 2016; You et al., 2018).

O clioquinol (5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinolina), € um derivado halogenado
das 8-hidroxiquinolinas e um quelante de cobre lipofilico muito utilizado nas décadas

de 1950 e 1960 contra fungos e protozoarios (Pushie et al., 2014; Mao e Schimmer,



2008). Sua producéo inicial ocorreu no ano de 1934 e primeiramente foi designado ao
uso tépico como antisséptico e no tratamento de distlrbios gastrointestinais, como
giardiase, shigelose e diferentes causas de diarreia (You et al., 2018). Cerca de 30
anos apos sua comercializacdo esse farmaco teve suas indicagcfes restritas ao uso
topico (Mao e Schimmer, 2008), uma vez que sua administracao oral foi associada a
neuropatia mielo-optica subaguda (SMON) (Nakae e Yamamoto, 1973; Pushie et al.,
2014; Oliveri e Vecchio, 2016). Pacientes com tal neuropatia apresentam sintomas
severos envolvendo a degradacdo da medula espinhal e nervos periféricos,
desencadeando disturbios motores dos membros inferiores e deficiéncia visual
(Pushie et al., 2014; Oliveri e Vecchio, 2016).

Ainda ha controvérsias entre a associacdo dessa enfermidade ao
clioquinol, pois tal neuropatia foi relatada como rara fora do Japéo (Selby, 1972; You
et al.,2018). A explicacdo para esses efeitos colaterais ndo esta clara, mas muitos
desses casos podem estar relacionados a perturbacdo da homeostase de vitamina B
(Mao e Schimmer, 2008; You et al., 2018). Sabe-se, também, que a deficiéncia de
cobre pode levar a disturbios associados a ingestéo de zinco, 0s quais acarretam na
inibicdo da absorcéo de cobre. Tal regulacéo sugere que 0 mecanismo do clioquinol,
indicado como causa da SMON, seria uma neuropatia por deficiéncia de cobre
induzida por clioquinol (Pushie et al., 2014), uma vez que o complexo formado,
clioquinol-zinco, é lipossoluvel e biodisponivel (Oliveri e Vecchio, 2016).

Sobre tratamentos com esse farmaco, para micoses superficiais, por
exemplo, pode ser promissor no que diz respeito ao seu uso tépico, porém, pode gerar
irritacBes locais se administrado em altas doses. Mas até o momento nao foi associado
como causa de malignidades na pele (You et al., 2018; Mao e Schirmmer, 2008).
Ainda, se combinado com formulacdes de uso sistémico reduziria a ocorréncia de
resisténcia aos antifungicos disponiveis e potencializaria os efeitos contra a célula
fungica, uma vez que possui amplo espectro antifingico e atividade de moderada a
forte entre os fungos patogénicos mais comuns (You et al., 2018).

Assim como o clioquinol, outros derivados também podem apresentar
importante atividade antimicrobiana. As sulfonamidas acopladas ao anel da 8-
hidroxiquinolina mostram resultados interessantes quanto a esse tipo de acdo. Em
estudo realizado pelo nosso grupo, verificou-se a suscetibilidade de espécies de

Candida e dermatdfitos a esses compostos e o resultado foi satisfatorio (Pippi et al.,



2017). Foi realizada a conversdo de acido sulfénico em sulfonamida, conforme
descrito por Joaquim et al (2018), resultando nos compostos 8-hidroxiquinolinil-5-(N-
4-clorofenil)sulfonamida (1) e 8-hidroxiquinolinil-5-(N-4-metoxifenil)sulfonamida (2)
(figura 3). Nesse estudo, observaram-se importantes valores de CIMs, o que
despertou interesse pela busca de novos substituintes capazes de mimetizar as
interacdes da sulfonamida com a célula fangica, visando melhorar ainda mais a

atividade antifiingica, a poténcia e a seletividade do composto.
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Figura 3. Representacdo dos compostos (1) e (2).
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Sendo assim, as sulfonamidas e os triazéis sdo moléculas quimicamente
distintas, mas farmacologicamente compativeis (Ezabadi et al., 2008), possibilitando
a sintese de derivados de 8-hidroquinolinas ligadas a substituintes triazolicos capazes

de fazer interacfes adicionais nao realizadas pelas sulfonamidas.

3.2 Fungos Leveduriformes

3.2.1 Candida néo albicans

O impacto das infeccbes fungicas tem aumentado nos ultimos anos, e
patégenos oportunistas ainda sdo responsaveis por significativas taxas de morbidade
e mortalidade, especialmente em individuos imunocomprometidos (Santos et al.,
2011; Tseng et al.,, 2018). As espécies de Candida sdo reconhecidas como 0s
principais agentes oportunistas nesses pacientes e sdo a quarta causa mais comum
de infec¢cdes nosocomiais em unidades de cuidado intensivo (Santos et al., 2011).

Apesar dessa levedura ser considerada parte da microbiota de humanos,
nao causando danos a saude, ela pode ser responsavel por diferentes manifestacdes

clinicas, podendo levar desde infec¢des superficiais — nos casos dos pacientes



imunocompetentes, até infeccdes disseminadas — o que geralmente ocorre em
pacientes com sistema imunoldgico debilitado (Deorukhkar et al., 2014).

Ha mais 150 espécies conhecidas de Candida. Porém, algumas delas séo
relatadas na literatura com mais frequéncia: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C. kefyr, C.
famata, C. rugosa (Yapar, 2014). Dessas espécies, a mais comumente isolada e
estudada é C. albicans, seguida de C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C.
glabrata, reconhecidas como agentes patogénicos com ampla distribuicdo geografica
sendo as mais prevalentes (Santos et al., 2011; Yapar, 2014; Whaley et al., 2017).
Acredita-se que nas Ultimas décadas cerca de 95% das infec¢Bes por esse género
sdo causadas pelas espécies descritas acima (Yapar, 2014). Outra espécie que
chama atencdo é C. guilliermondii, apesar de apresentar viruléncia reduzida em
relacéo as demais, é considerada um patdégeno emergente com grande incidéncia na
América Latina acometendo pacientes hospitalizados (Flevari et al., 2013; Paredes et
al., 2013).

A frequéncia e as taxas de isolamento das espéecies de CNA variam de
acordo com algumas situacdes: idade, comorbidade desenvolvida, grau de
comprometimento do sistema imunoldgico, dentre outras. Dessa forma, observa-se
gue C. glabrata é a mais comumente isolada de pacientes idosos e neoplasicos
(Yapar, 2014). No que diz respeito a sua distribuicdo geografica, segundo o Centro de
Controle de Doencas e Prevencéo, sua disposi¢cao pode ser variavel e sua incidéncia
aumentou cerca de quatro vezes nos ultimos anos (Pfaller et al., 2014). Nos estados
Unidos e no norte da Europa é a mais isolada de individuos com candidemia, também
sendo prevalente como agente de candidiases vulvovaginais, candiddria e mais
frequente do que C. albicans em pacientes diabéticos imunossupressos (Whaley et
al.,, 2017). No Brasil, € a segunda ou terceira espécie mais comum referente as
infeccbes invasivas (Hinrichsen et al., 2009). C. tropicalis € mais observada
acometendo pacientes hospitalizados com leucemia (adultos e adolescentes), baixa
contagem de neutréfilos, diabéticos e utilizando cateter venoso central com terapia
antibiotica de amplo espectro (Hinrichsen et al.,, 2009; Yapar, 2014). O
desenvolvimento dessas infeccdes esta relacionado, também, a profilaxia antifangica
utilizada. Entre adultos com ou sem cancer, infec¢des sistémicas devido a C. tropicalis

estao associadas a elevadas taxas de mortalidade e infeccéo disseminada (Hinrichsen



et al., 2009). Quanto a sua distribuicdo geogréfica, pode ser mais comum até mesmo
que C. albicans em regides como Europa, América Latina e Asia. E quanto ao
tratamento, essa espécie apresenta menor suscetibilidade ao grupo dos azéis (Xiao
et al., 2015). C. Krusei, € a mais comum encontrada entre individuos com doencas
hematoldgicas, leucemias ou graves neutropenias, pacientes que realizaram
transplante de medula e imunocomprometidos administrando fluconazol como
profilaxia (Moretti et al., 2013; Yapar, 2014; Whaley et al., 2017). E diferentemente das
outras espécies, essa levedura apresenta resisténcia intrinseca ao fluconazol,
farmaco de escolha por diversos clinicos no tratamento das micoses por esse género
(Pfaller et al., 2014). C. parapsilosis é reconhecida pelo acometimento de recém-
nascidos, sendo responsavel por cerca de 30% dos casos de candidemia relatados
nessa populacdo, enquanto entre adultos essa taxa nao passa de 15% (Yapar, 2014;
Pfaller et al. 2014). Outro estudo complementa essas informacdes, relevante taxa de
fungemia entre criangcas e neonatos, bem como, mortalidade por endocardites
(Whaley et al., 2017). Ainda, essa espécie € relatada por causar infecgdes em
pacientes que fazem uso de cateter e onicomicose (Henrichesen et al., 2009). Quanto
sua distribuicdo geogréfica, localidades como Europa, Australia, América Latina e
Asia, apresentam a frequéncia de C. parapsilosis ou C. tropicalis como mais comuns
do que mesmo C. albicans (Xiao et al., 2015). C. guilliermondii é reconhecida por
diferentes formas de acometimento dos individuos: é capaz de gerar infeccbes
disseminadas em pacientes imunossupressos e acometer individuos em ambiente
cirargico com aparelhos intravasculares (Paredes et al., 2015).

A literatura relata a emergéncia das espécies de CNA bem como seu
potencial desenvolvimento de resisténcia aos antifingicos existentes. A resisténcia ao
fluconazol e as equinocandinas foi mais observada nas espécies de CNA do que em
C. albicans. Isso ocorre devido as resisténcias intrinsecas desses organismos aos
farmacos. E exemplificando tal afirmacéo, observa-se esse mecanismo em relagéo ao
fluconazol em cepas de C. Krusei e ha grande propensao de C. glabrata desenvolver

resisténcia a esse mesmo azol e a classe das equinocandinas (Pfaller et al., 2014).

3.2.2 Trichosporon spp.
Embora espécies de Candida e Aspergillus sejam os agentes isolados mais

frequentes em infeccbes invasivas em individuos imunocomprometidos, agentes
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fungicos menos comuns estdo chamando atencdo devido ao aumento de sua
incidéncia e de suas limitadas opc¢les terapéuticas disponiveis (Saghrouni et al.,
2012). Trichosporon spp. possui mais de 50 espécies, das quais apenas 20 sao
trazidas pela literatura como responsaveis por causar infec¢ées (Rastoji et al., 2016).
Dentre as mais citadas estéo: T. inkin, T. asahii, T. mucoides, T. cutaneum, T. ovoides,
T. asteroides (Rastoji et al., 2016; Kumar et al., 2015; Junior e Hennequin, 2016; Liao
et al., 2015; Cordeiro et al., 2015; Corzo-Leon et al., 2015). Algumas espécies foram
associadas a determinado tipo de infeccéo, T. asahii, T. mucoides e T. capitatum estéo
ligadas a infeccao disseminada (Kumar et al., 2015). Ja em caso relatado por Corzo-
Ledn et al (2015), T. asahii é apresentado como patégeno causador de infeccdes
invasivas em individuo com transplante de medula éssea. Apesar de raro, O
isolamento dessa mesma espécie em pacientes imunocompetentes tambéem ja foi
reportado na literatura (Zuo et al., 2015; Trevifio et al., 2014). Ainda, dados
epidemiologicos apontam T. inkin como a segunda espécie mais frequente nos casos
de tricosporonose (Cordeiro et al., 2015; Colombo et al., 2011).

O género Trichosporon e suas espécies estdo amplamente distribuidos na
natureza, podendo ser extraidos do solo e da agua. Também fazem parte da
microbiota dos seres humanos, colonizando a pele, trato gastrointestinal e respiratorio
(Zuo et al., 2015; Trevifio et al., 2014; Cordeiro et al., 2015). Diversos isolados clinicos
de tal fungo estédo associados a colonizacao, lesdes benignas, como Piedra Branca,
ou mesmo infec¢des superficiais, afetando preferencialmente regiées como couro
cabeludo, axilas e pelos pubianos (Cordeiro et al., 2015; Mattede et al., 2015). No
entanto, Trichosporon spp. vem sendo reconhecido como um agente oportunista
emergente responsavel por infec¢des invasivas, sistémicas e causador de fungemia,
principalmente em pacientes com sistema imunolégico comprometido (Liao et al.,
2015; Trevifio et al., 2014; Mattede et al., 2015; Cordeiro et al., 2015).

O resultado das infec¢des depende da condicao do sistema imunolégico do
hospedeiro e da extensdo da infeccdo (Kumar et al., 2015). Sendo assim, o
acometimento por agentes fungicos estéa relacionado a diversas situacdes, dentre as
guais o0 uso de glicocorticoides, imussupressores, pacientes que apresentam tumor
maligno, neutropenia, transplante de Orgaos, tratamento prolongado com uso de
antibidticos, uso de cateter ou individuos hospitalizados por longos periodos sdo

algumas das condicfes que podem servir como porta de entrada para tais patégenos
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(Trevifio et al., 2014; Zuo et al., 2015; Cordeiro et al., 2015; Kumar et al., 2015;
Mattede et al., 2015; Corzo-Leon et al.,, 2015). Trichosporon spp. representa a
segunda levedura mais comum entre as causadoras de fungemia em pacientes com
doenca hematoldgica associada (Liao et al., 2015). E, embora a tricosporonose seja
uma micose emergente com alta taxa de mortalidade (Mattede et al., 2015; Kumar et
al., 2015; Corzo-Ledn et al., 2015), estudo traz dados de até 80% (Cordeiro et al.,
2015), informag0es relacionadas a sua causa ainda sao limitadas (Trevifio et al., 2014)
e geralmente negligenciadas sendo confundidas clinicamente com outras leveduras
causadoras de infeccdo, especialmente pelo género Candida. (Liao et al., 2015).

Tricosporonose possui distribuicdo geografica cosmopolita com alta
prevaléncia no clima tropical e temperado, incluindo América do Sul e Oriente Médio,
sendo mais rara na Ameérica do Norte e Europa (Mattede et al., 2015). As infec¢des
invasivas causadas por Trichosporon spp. caracterizam-se por uma infeccao
oportunista que ocorre predominantemente em pacientes com imunossupressao e
ocasionalmente naqueles sem comprometimento de sistema imunolégico (Mattede et
al., 2015; Liao et al., 2015). A tricosporonose invasiva pode envolver diversos 6rgaos
do corpo humano, caracterizando fungemia, e envolvendo infec¢cao associada ao uso
de cateter (Trevifio et al., 2014), o qual representa o principal tipo de infeccao
oportunista - aproximadamente de 58% a 74% das infec¢des. O resultado negativo
esperado das infeccbes por Trichosporon spp. esta ligado a diversos fatores
prognosticos, dentre eles, o histérico do uso de antimicrobianos, coinfeccdo
bacteriana, profilaxia/terapia antifingica empirica (Liao et al., 2015).

O uso de antibiéticos em pacientes com doencas severas favorece o
desenvolvimento de infeccdo fangica, particularmente leveduras, desencadeando o
inicio de infeccBes oportunistas. O amplo espectro de acdo dos antimicrobianos e sua
seletividade, favorece o crescimento de agentes fungicos em pacientes hospitalizados
(Mattede et al., 2015). Segundo Kumar et al (2015), T. asahii também tem sido
reportado como desencadeador de endofiltamites, peritonites e hepatites. O
isolamento desse patdgeno em amostras de urina vem sendo raramente descrito na
literatura, sendo mais frequente em pacientes idosos. O desenvolvimento de agentes
fungicos entre pacientes que fazem uso permanente de cateteres facilita a formacéao
de biofilme, o que poderia explicar a persisténcia da infeccéo por tal agente apesar da

sua sensibilidade in vitro a agentes antifangicos (Trevifio et al., 2014). Esse fator
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promove a progressao da infeccdo sistémica pelo favorecimento da perpetuacao do
foco infeccioso, o qual se torna dificil de controlar com agentes antimicrobianos
(Mattede et al., 2015). A habilidade de formacé&o de biofilme caracteriza um importante
fator de viruléncia a ser considerado no processo infeccioso (Colombo et al., 2011).
Estudos sugerem tal caracteristica como a principal condi¢cado para a persisténcia da
infeccdo, uma vez que as células geradas por tal mecanismo acabam por desenvolver
resisténcia a antifingicos e protecdo contra o sistema imunoldgico do hospedeiro.
Ainda quanto a geracéo de biofilmes, a literatura relata desenvolvimento de resisténcia
a anfotericina B e a caspofungina e sua sensibilidade ao grupo dos azois (Cordeiro et
al., 2015).

Durante os anos de 1975 a 2004, o antifungico mais utilizado foi
anfotericina B, e recentemente (2005-2014) os triazois, especialmente voriconazol,
tem sido a principal escolha para o tratamento da tricosporonose e apresentado bons
resultados contra as infec¢des (Liao, et al., 2015). Em pesquisa realizada por Zuo et
al (2015), a espécie T. asahii foi relatada como sensivel a anfotericina B e ao grupo
dos azdis, no entanto, sabe-se que resisténcia ao fluconazol pode ocorrer. Visto que
anfotericina B tem atividade limitada in vitro e in vivo, e sua toxicidade renal pode levar
a hipocalemia, nausea, vomito e outros fatores, a dose de tal antifingico acaba sendo
limitada para os pacientes em questdo. Em contrapartida, Trevifio et al (2014),
reportaram a mesma espécie com relativa baixa sensibilidade a anfotericina B. Tal
droga tem sido utilizada comumente no tratamento das infeccbes causadas por
Trichosporon spp., porém, seu efeito fungicida parece inadequado contra algumas
cepas de tal género. Kumar et al (2015), no que diz respeito ao teste de sensibilidade
aos azois, concluiram que todos apresentaram atividade: voriconazol, posaconazol,
itraconazol, fluconazol. Dentre eles, voriconazol apresentou excelente atividade in
vitro.

A melhor opcédo terapéutica ainda nao foi definida, no entanto, estudos
apontam sucesso no tratamento com voriconazol, enquanto anfotericina B apresenta
falha. Equinocandinas, como caspofungina e micafungina apresentam baixa atividade
in vitro contra Trichosporon sp quando utilizadas sozinhas (Corzo-Leo6n et al., 2015;
Kumar et al., 2015).

Contudo, o progndstico das infeccdes sistémicas causadas pelo agente

responsavel pela tricosporonose costuma ser desfavoravel. A suscetibilidade de
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Trichosporon e suas espécies aos diferentes antifingicos é varidvel (Mattede et al.,
2015; Zuo et al., 2015). Todavia, os relatos tém evidenciado o uso de azéis, sendo
voriconazol e fluconazol, como as drogas de maior atividade sobre tal género (Kumar
etal., 2015; Zuo et al., 2015; Liao et al., 2015; Corzo-Ledn et al., 2015; Cordeiro et al.,
2015; Trevifio et al., 2014).

Os triazbis estdo entre os estudos mais comuns de drogas contra as
infecgbes causadas por Trichosporon spp. Recentemente, algumas cepas de T. asahii
resistentes ao grupo dos azoéis foram isoladas de pacientes. Sendo assim, ainda
existem incertezas na escolha da melhor terapéutica e ha poucos estudos baseados
na atividade in vitro de tais drogas (Trevifio et al., 2014).

Embora tricosporonose seja uma micose emergente com alta taxa de
mortalidade, responsavel pelo acometimento de pacientes saudaveis e individuos com
sistema imunolégico comprometido, informacdes relacionadas a sua causa ainda sao
limitadas (Trevifio et al., 2014; Mattede et al., 2015). Visto que tal género € capaz de
produzir biofilme e que tais células apresentam tolerancia a altas concentracdes de
antifingicos, juntamente com a baixa producao cientifica acerca do assunto (Cordeiro
et al., 2015), justifica-se a necessidade e a importancia do estudo de novas moléculas

com acao antifungica.

3.2.3 Magnusiomyces capitatus

Magnusiomyces capitatus € um fungo oportunista emergente responsavel,
especialmente, pelo acometimento de individuos imunocomprometidos. Tal agente,
anteriormente considerado apenas como colonizador da microbiota de humanos,
recentemente tem ganhado importancia (Brunetti et al., 2016). Esse microrganismo é
considerado cosmopolita, sapréfita e costuma ser contaminante em diversas
situacBes. Tem seu isolamento a partir de variadas fontes: frutas, vegetais, solo, areia
da praia, plantas, produtos alimenticios, como queijos e iogurtes e da microbiota
normal da pele, boca e trato gastrintestinal (Supram et al., 2016; Bonifaz et al., 2016).
Dessa forma, tal levedura pode ser isolada de amostras de fezes, escarro, urina e
corrimento vaginal (Bonifaz et al., 2010; Trabelsi et al., 2015).

Magnusiomyces capitatus, ja foi nomeada anteriormente como Geotrichum
capitatum, Trichosporon capitatum ou Blastochizomyces capitatus (Brunetti et al,

2016; Bartolomé et al.,, 2017; Lafayette et al., 2011). Infeccdes invasivas por
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Geotrichum capitatum vem sendo relatadas como Magnusiomyces capitatus e a
espécie G. candidum é menos reportada como causadora de infecgéo fungica invasiva
ou disseminada, ndo sendo a responsavel pela alta taxa de mortalidade que as
infecgBes por Geotrichum spp. apresentam (Graeff et al., 2016). Dentre as espécies
do género Geotrichum mais relatadas na literatura e com potencial patogénico estao
M. capitatus, G. candidum e G. clavatum (Bonifaz et al., 2010; Supram et al., 2015;
Brunetti et al., 2016; Bartolomé et al 2017; Jiménzes-Guerra et al., 2015; Trabelsi et
a., 2015).

O termo “infeccdo emergente” deve ser utilizado para denotar uma infec¢ao
qgue surgiu recentemente na populacdo, ou uma infeccdo que esta crescendo
rapidamente em incidéncia ou alcance geografico (Supram et al., 2016; Graeff et al.,
2016). Fatores climaticos parecem exercer importante papel na epidemiologia das
infeccbes causadas por M. capitatus. Sua distribuicdo global € observada em maioria
na Europa (Brunetti et al., 2016; Vaux et al., 2014; Jiménzes-Guerra et al., 2015),
especialmente em areas de clima mediterraneo, com casos reportados na ltalia,
Espanha e Franca, havendo poucos casos reportados na Asia e nos Estados Unidos
(Supram et al., 2016; Graeff et al., 2016; Trabelsi et al., 2015).

Geotricose invasiva € considerada uma infeccado oportunista. De acordo
com estudo publicado em 2012 por Ozkaya-Parlakay et al, foram reportados 186
casos entre os anos de 1965 e 2011. Magnusiomyces capitatus € a espécie mais
frequente frente as infeccbes sistémicas. Diversos fatores de risco para infec¢des
fungicas séo trazidos pela literatura: uso de corticoides, administracdo de antibioticos
de amplo espectro, quimioterapia, uso de cateter e alteracdo da barreira imunologica
por obstrucdo ou deterioracdo da pele e mucosa (Trabelsi et al., 2015). Ainda como
fatores de risco para tais infeccfes estéo cirurgias e tratamento com baixa dose de
azéis. A colonizacao por M. capitatus pode levar a infeccao invasiva e disseminacao
hematoldgica, frequentemente levando a um amplo e diverso espectro de
enfermidades (Supram et al., 2016; Etienne et al., 2008).

Hé& poucos registros de infeccdo cutanea por Magnusiomyces capitatus. O
aumento do namero de casos em novas areas geograficas indica a possibilidade de
um surto silencioso de areas endémicas para areas nao endémicas (Supram et al.,
2016). Porém, esse crescimento, também pode ocorrer devido as identificacbes mais

precisas em funcdo de ferramentas diagnosticas mais apuradas, visto que seu
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isolamento, por vezes, torna-se dificil e percebe-se na literatura erros de identificacéo
de tal género. Atualmente, tais falhas se minimizam devido as técnicas de
espectrometria de massa e PCR (Bartolomé et al., 2017).

Magnusiomyces capitatus ¢ um agente incomum no que se refere a
infec¢cdes fangicas invasivas em pacientes imunocomprometidos, especialmente
aqueles com doencas hematoldgicas submetidos a quimioterapia, que fazem uso de
corticoides ou de antibiéticos de amplo espectro e que apresentam severa neutropenia
(Etienne et al., 2008). Estudo reporta isolamento de tal espécie em amostras de
hemocultura e urina, onde o resultado de tal acometimento foi fatal em alguns casos.
E sabido que o prognéstico da geotricose é pobre e apresenta taxa de mortalidade de
mais de 50% (Vaux et al., 2014). Sendo assim, entende-se a necessidade de um
diagnostico precoce e de um manejo apropriado do paciente para melhorar o
prognostico de tal enfermidade (Supram et al., 2016; Trabelsi et al, 2015; Bartolomé
et al., 2017; Jiménzes-Guerra et al., 2015;). O diagnostico da infec¢do pode ser dificil,
principalmente no inicio de sua instalacdo. E o processo de isolamento do agente em
guestao pode falhar no que diz respeito a identificacdo de género e espécie (Brunetti
et al, 2016; Graeff et al., 2016). A taxa de mortalidade de infec¢des fangicas
emergentes em pacientes imunocomprometidos chama atencéo devido a falta de
suspeita clinica e atraso no diagndstico. Clinicos e microbiologistas devem reconhecer
a ameaca que essas infeccdes representam, bem como, os fatores de risco envolvidos
(Supram et al., 2016).

Nenhuma terapia foi estabelecida para o tratamento das infeccOes
sistémicas causadas por M. capitatus. De acordo com a literatura, a droga mais
utilizada no acometimento de tal fungo € anfotericina B, isolada ou combinada. Porém,
sabe-se da problematica envolvida com a toxicidade renal que tal farmaco pode
desencadear (Saghrouni et al., 2012; Bartolomé et al., 2017; Jiménzes-Guerra et al.,
2015; Brunetti et al., 2016; Saghrouni et al., 2012; Ikuta et al., 2010; Ozkaya-Parlakay
et al.,, 2012). Estudo in vitro sobre a atividade de farmacos como anfotericina B,
flucitosina, fluconazol, itraconazol e voriconazol revelou alta atividade de anfotericina
B e reduzida sensibilidade de algumas cepas a flucitosina, fluconazol e itraconazol.
Em artigo publicado por Supram et al (2016), tal hipotese se confirma, entre os azois
testados in vitro, fluconazol foi o que apresentou menor atividade. Tal estudo mostrou

ainda, que o voriconazol apresenta atividade relevante contra tal levedura. Portanto,
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de acordo com tais dados, a terapia combinada com voriconazol (ou altas doses de
fluconazol, para cepas sensiveis) e anfotericina B € recomendada, assim como
sugerida, também, nos casos de infec¢des causadas pelo género Trichosporon spp.
(Trabelsi et al., 2015; Bartolomé et al., 2017; Jiménzes-Guerra et al., 2015; Brunetti et
al., 2016). Outros autores também reconhecem que a administracdo de voriconazol
pode apresentar sucesso no tratamento das infeccdes: teste de susceptibilidade in
vitro mostrou promissora atividade de voriconazol combinado a caspofungina contra
G. capitatum (Etienne et al., 2008) e boa tolerancia quanto ao organismo do paciente
(Saghrouni et al., 2012; Ikuta et al., 2010; Ozkaya-Parlakay et al., 2012).

Em contra partida, outros relatos afirmam que Saprochaeta clavata e
Magnusiomyces capitatus sdo ambos intrinsicamente resistentes as equinocandinas
(Vaux et al., 2014; Supram et al., 2016), sendo M. capitatus resistente também ao
fluconazol e sensivel ao itraconazol, ao posaconazol e ao voriconazol (Bartolomé et
al., 2017).

O tratamento e o resultado dos pacientes acometidos por geotricose
dependem do grau de invasdo do organismo patogénico e do sistema imune do
hospedeiro, se alterado ou em condic¢des fisiologicas normais (Saghrouni et al., 2012;
Prakash et al., 2012). Sendo assim, apesar da raridade das infeccbes causadas por
Geotrichum sp., tal fungo é um patogeno potencial em individuos imunodeficientes. A
escolha de tratamento precisa ser considerada com cuidado de acordo com os fatores
epidemiologicos e com o sistema imunologico da populacdo em risco (Supram et al.,
2016).

Contudo, o progndstico das infeccdes sistémicas causadas pelo agente
responsavel pela geotricose costuma ser desfavoravel. A suscetibilidade de
Magnusiomyces capitatus aos diferentes antifingicos é variavel (Lafayette et al.,
2011). Todavia, os relatos tém evidenciado o uso de anfotericina B e voriconazol como
as drogas de maior atividade sobre Magnusiomyces capitatus e as diferentes espécies
de Geotrichum (Miguel-Martinez et al., 2011).

3.3 Fungos Filamentosos
3.3.1 Dermatéfitos
Desde aproximadamente 1830 que a literatura apresenta infeccdes

causadas por dermatofitos. E até hoje essas micoses sdo comuns na populacao,
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afetando cerca de 25% da nag¢do mundial e representando a infeccdo fungica mais
frequente mundialmente (Zhan e Liu, 2016).

Dermatéfitos sdo agentes fungicos capazes de causar infec¢des na derme.
Através de enzimas queratinoliticas invadem o extrato cOrneo da epiderme
degradando a queratina presente no tecido do hospedeiro. Dessa forma, sao
caracterizados como agentes queratonoliticos podendo acometer diferentes regides
da pele, cabelos, pelos e unhas (Silva-Rocha et al., 2016).

A familia dos dermatofitos possui mais de 40 espécies, divididas entre os
géneros Trichophyton sp., Microsporum sp. e Epidermophyton sp. Dentre eles, podem
ser classificados de acordo com suas rotas de transmissao, habitat natural ou tipo de
hospedeiro - como antropofilicos, zoofilicos e geofilicos, pois possuem a habilidade
de utilizar a queratina humana e animal, bem como detritos de animais mortos (como
peles, penas ou unhas) para buscar nutrientes (Segal e Frenkel, 2015; Zhan e Liu,
2016).

Dentre as espécies mais citadas pela literatura estdo: T. rubrum, T.
mentagrophytes, T. tonsurans, T. violaceum, T. verrucosum, M. canis, M. gypseum e
E. floccosum. (Martinez et al., 2014; Segal e Frenkel, 2015; Yadav et al., 2015; Zhan
e Liu, 2016). Os microrganismos que levam as dermatofitoses possuem distribuicéo
geografica mundial, sendo variavel em relacdo as suas espécies e as regides do
globo. Uma vez que, areas mais quentes e umidas, como as de clima tropical,
favorecem esse tipo de infeccéo (Pires et al., 2014; Zhan e Liu, 2016).

As dermatofitoses estdo entre as doencas fungicas superficiais mais
frequentes no mundo, afetando pacientes higidos e com o sistema imunolégico
comprometido (Segal e Frenkel, 2015). Fatores como idade, trauma, exercicios
fisicos, diabetes, HIV, ma circulacéo periférica, ocupacao profissional, migracéo, estilo
de vida, contato prolongado com a agua, estado imunoldgico, tratamentos e clima
influenciam na prevaléncia, na etiologia e no resultado do tratamento escolhido para
essa micose (Yadav et al., 2015; Silva-rocha et al., 2016). As infeccGes superficiais
causadas por esse grupo, podem, muitas vezes, ndo desencadear um processo
inflamatorio com consequéncias graves em termos de morbidade e mortalidade.
Porém, sédo capazes de desencadear processos crénicos, de dificil tratamento e afetar
a qualidade de vida dos individuos acometidos. Desencadeando problemas

relacionados a autoestima e a discriminacao social (Pires et al., 2014).
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As lesBes causadas por dermatofitos manifestam-se em diferentes regiées
do corpo e o termo “tinea” é atribuido a elas: tinea capitis (couro cabeludo), tinea
corporis (distintas areas do corpo), tinea pedis (regido plantar dos pés e espacdes
interdigitais) e tinea unguium (unhas) (Pires et al., 2014).

Esses agentes sdo os mais frequentes isolados das infec¢cdes de unhas,
sendo Trichophyton rubrum e Trichophyton interdigitale (anteriormente Thichophyton
mentagrophytes var interdigitale) os responsaveis por 90% das infec¢des nas unhas
dos pés e 50% nas infeccdes das unhas das maos (Yadav et al., 2015). Ainda, essas
espécies sdo importantes agentes etiolégicos da tinea pedis. S&o fungos
considerados antropofilicos, uma vez que estdo mais associados a infeccbes em
humanos e raramente acometem animais (llkit e Durdu, 2015). T. rubrum apresenta-
Se como a espécie mais prevalente entre os dermatofitos e ja foi isolada em diversas
regides do mundo: Alemanha, Delhi, Nepal, Portugal, Brasil, Tunisia, Paquistéo,
Marrocos e Algéria (Yadav et al., 2015; Silva-Rocha et al., 2016).

Microsporum canis € uma espécie zoofilica e geralmente apresenta-se
como causadora de tinea capitis em criancas e de tinea barbae (pelos da barba) em
adultos (esse ultimo relacionado a pacientes com imunossupressao). Os animais
domeésticos podem ser reservatérios desse agente, de forma saudavel, sem
apresentar sintomas da doenca. M. gypseum € um sapréfita do solo, e acomete
humanos resultando em tinea corporis e tinea capitis (Erick Martinez et al., 2014). Ja
Epidermophyton floccosum é mais comumente isolado de amostras de pele (tinea
cruris, tinea pedis) e considerado raro em infec¢cées de unhas (tinea unguium) (Segal
e Frenkel, 2015; Gupta et al., 2016).

O tratamento das lesbes dermatofiticas leva em consideracdo o local e o
agente causador da patologia. Ainda, conforme o grau de acometimento do paciente,
eficacia da medicacdo escolhida ou recidivas de infeccdo podem ser administradas
formulacdes topicas, orais ou drogas combinadas (Gupta et al., 2016). Apesar disso,
em um contexto geral, na terapia oral, o antifingico mais utilizado para as
dermatofitoses € a terbinafina, seguida de itraconazol e de fluconazol (Pires et al.,
2014). No entanto, a terapia com essa alilamina pode levar a alguns efeitos colaterais:
dores de cabeca, dificuldades de concentracdo, nausea, diarreia e irritacfes na pele.
E infelizmente, ambos os farmacos da classe dos azéis podem apresentam reacdes

adversas muito similares as da terbinafina (Gupta et al., 2016).
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Quanto aos farmacos de acdo topica, ciclopirox tem sido utilizado
mundialmente para as lesfGes superficiais fangicas causadas por T. rubrum, T.
intedigitale, E. floccosum e M. canis (Pires et al., 2014; Gupta et al., 2016). O uso
combinado de terapias orais e tépicas também é uma opcdo nos casos mais
agressivos da patologia ou aqueles de dificil tratamento. A associacdo de amorolfina
com terbinafina resulta em uma maior taxa de sucesso do que a utlizacdo de

terbinafina ndo combinada (Gupta et al., 2016).

3.3.2 Fusarium spp.

3.3.2.1 Espécies de importancia clinica

O género Fusarium spp. é dividido em complexos que abrangem suas
diversas espécies (Al-Hatmi et al., 2017). No entanto, apesar de seus definidos
complexos, autores diferem quanto a quantidade de espécies que o género Fusarium
Spp. possui, e quantas delas séo responsaveis por infeccbes em humanos. Todavia,
h& um consenso sobre as espécies mais frequentes a essas infec¢des: F. solani e F.
oxysporum (Buchta et al., 2014; Dabas et al., 2016; Douglas et al., 2016; Rosa et al.,
2018), seguidas das espécies F. verticillioidis, F. moniliforme (Dabas et al., 2016), F.
proliferatum, F. sacchari e F. dimerum (Buchta et al., 2014). As espécies do complexo
Fusarium solani sdo as mais comuns deste género, responsavel por
aproximadamente metade das infec¢des causadas por esse fungo (Garcia-Ruiz et al.,
2015; Douglas et al; 2016).

Espécies de Fusarium sdo conhecidas como patdgenos de plantas, animais
e humanos, causando infec¢des locais e/ou sistémicas. Produtor de micotoxinas, esse
género, também pode gerar infeccdes através da ingestédo de alimentos contaminados
(Zhang et al., 2006; Buchta et al., 2014). O aumento da incidéncia das infeccGes
sistémicas por Fusarium sp., e outros fungos filamentosos — como Aspergillus sp.,
Acremonium sp. e Scedosporium sp. — esta associado ao crescente numero de
pacientes imunocomprometidos (Fleming et al., 2002; Buchta et al., 2014). E em
individuos imunocompetentes, a fusariose também se manifesta, apresentando
infeccbes de unha (onicomicose) e infeccBes oculares (ceratites), sendo essas as
formas mais observadas de acometimento por esse fungo nessa populagéo (Zhang et
al., 2006; Douglas et al., 2016). As lesBes na cérnea por fungos oportunistas podem

levar a sérios problemas visuais e 0 sucesso do tratamento depende de fatores como
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o diagnostico precoce da espécie, teste de suscetibilidade antifingica e terapia
adequada por longo periodo (Buchta et al., 2014).

O desenvolvimento dessa micose e a forma como a doenga se manifesta
no hospedeiro depende do estado em que o sistema imunolégico do paciente se
encontra (Dabas et al., 2016). A porta de entrada para essas infec¢des, na maioria
das vezes, esté ligada a inalacao dos esporos, seguida de lesdes que possam deixar
o0 tecido ou a mucosa expostos de alguma forma (Fleming et al., 2002; Douglas et al.,
2016).

Em pacientes imunossupressos, as infecgdes culminam em complicagdes
mais sérias. Sdo individuos com maior risco aqueles com neutropenia prolongada ou
imunodeficiéncia de células T, resultando em infeccao fingica invasiva e disseminada,
caracterizada por altas taxas de mortalidade (Garcia et al., 2014; Dabas et al., 2016;
Douglas et al., 2016; Debourgogne et al., 2016; Al-Hatmi et al., 2017; Rosa et al.,
2018).

O aumento de infec¢des invasivas pode ser associado a diferentes fatores:
neutropenia, uso prologado de antibioticos de amplo espectro, terapias com
corticoides, infecgcdes por HIV, doencas hematoldgicas, transplantes e outras
condicBes de imunossupressao (Fleming et al., 2002; Dabas et al., 2016; Rosa et al.,
2018). Outro fator relevante € a profilaxia antifUngica, que resultou em dois
importantes pontos: desenvolveu resisténcia em alguns agentes flingicos e trouxe o
aparecimento de espécies fungicas emergentes anteriormente consideradas raras no
ambito clinico (Debourgogne et al., 2016; Dabas et al., 2016).

A fusariose invasiva estd associada a alta taxa de mortalidade, dessa
forma, seu diagndstico, através da identificacdo precisa da espécie, deve ocorrer de
forma rapida (Al-Hatmi et al., 2017) e a indicacdo da terapia antifangica ha de estar
de acordo com o teste de suscetibilidade do agente em questédo (Zhang et al., 2006;
Dabas et al., 2016). Os membros do género Fusarium spp.séo geralmente resistentes
aos antifungicos disponiveis (Garcia et al., 2015; Dabas et al; 2016) e a literatura
afirma que ha variacdo da suscetibilidade antifingica das espécies de Fusarium,
sendo F. solani a mais resistente delas (Buchta et al., 2014; Garcia et al., 2015; Al-
Hatmi et al., 2017). A resisténcia aos azois e aos polienos é mais observada em F.
solani e F. verticillioides quando comparados a outras espécies, como F. oxysporum

e F. moniliforme, os quais podem ser mais suscetiveis ao voriconazol e ao
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posaconazol (Dabas et al., 2016). Um tratamento alternativo nos casos de resisténcia
apresentada por F. solani, seria a terapia combinada de diferentes antifiungicos ou o
uso de posaconazol ao invés de voriconazol (Buchta et al., 2014). Em caso relatado
por Dabas et al., (2016) a monoterapia de voriconazol foi igualmente efetiva a
monoterapia com anfotericina B e segundo Rosa et al., (2018), esses mesmos
farmacos apresentaram maior atividade antifungica frente a uma nova espécie
possivelmente pertencente ao complexo F. solani: F. riograndense.

Contudo, observam-se diversas dificuldades para se alcancar uma terapia
efetiva nas infec¢des causadas por esse fungo oportunista. Essas barreiras envolvem
tanto a problematica do diagnéstico — identificacdo correta e breve da espécie em
guestédo (Garcia-Ruiz et al., 2015), quanto a escolha do melhor tratamento — a qual
envolve teste de suscetibilidade antifungica e muitos laboratérios ndo o realizam como
parte da rotina (Buchta et al., 2014). Dessa forma, 0 mau manejo das enfermidades
geradas por Fusarium spp. levam ao uso excessivo de drogas, resultando em
recidivas, resisténcia aos antifungicos comerciais e altas taxas de mortalidade (Al-
Hatmi et al., 2017).

3.3.2.2 Espécies fitopatogénicas

Fusarium spp. esta amplamente distribuido na natureza: no solo, nas
folhas, nas raizes das plantas, nos detritos vegetais em decomposicao, infectando
sementes e residuos de plantacGes anteriores (Marburguer et al., 2014; Niehaus et
al., 2017). Ele representa um dos principais fungos patogénicos causadores de
doencas que culminam na baixa qualidade e na contaminacéo de plantas e de graos
por micotoxinas; sendo que, uma vez detectada a presenca de toxinas toda producéo
deve ser descartada, pois representam uma ameaca para a saude de animais e de
humanos (Marburguer et al., 2014; Stumpf et al., 2013; Antonissen et al., 2014). Desse
modo, a infeccdo por este fungo afeta de forma relevante a economia mundial em
torno das plantacbes acometidas, gerando perdas anuais nos lucros dessas
producdes (O’donnell et al., 2015; Wegulo et al., 2015; Ploetz, 2015).

Fusarium e suas diferentes espécies sao responsaveis pelo acometimento
de variados produtos agricolas (Stumpf et al., 2013; Hartman et al., 2015; Wegulo et
al.,, 2015; Ploetz, 2015; McGovern, 2015). F. verticillioides, F. subglutinas e F.

proliferatum foram relatadas como agentes responsaveis pelo apodrecimento de
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espigas de milho (Stumpf et al., 2013). Demais infecgbes como a fusariose da espiga,
também conhecida como giberela, prejudicam, principalmente, plantacdes de trigo e
cevada, onde as espécies predominantes sdo F. graminearum, F. culmorum e F.
avenaceum (Marburguer t al., 2014, Wegulo et al., 2015). Fusarium oxysporum é
relatado como causador de infeccbes em tomates e é apresentado como um grande
desafio na producgéo desse fruto (McGovern, 2015). Atualmente, as doencas causadas
por essa espécie tem afetado outros produtos agricolas como morango, graos de bico
e bananas (Gordon e Koike, 2015; Jiménez-Diaz et al., 2015; Ploetz, 2015). Diversas
espécies de Fusarium séo reportadas na literatura como responsaveis pela infeccao
em graos de soja, dentre elas, Hartman et al (2015) apresentaram F. virgulliforme, F.
brsiliense, F. crassistipitatum e F. tucumaniae como as mais prevalentes.

As espécies de Fusarium possuem ampla distribuicdo geogréfica. F.
verticillioides é a mais prevalente na Africa e nas regiées do sul da Europa, sendo
associada aos danos causados nos graos de milho e subprodutos na Franca, Espanha
e Italia. No Brasil, essa mesma espécie predomina no centro oeste e regides tropicais
(Stumpf et al., 2013). Ja F. graminearum € comumente observada nas regides sul do
pais e em outros paises como Bélgica, Nova Zelandia, América do Norte, Austrélia e
regido sul da China (Sumpf et al., 2013; Wegulo et al., 2015). F. oxysporum ja foi
observada em territério brasileiro (McGovern et al., 2015), porém, a doenca causada
nas frutas foi inicialmente descrita na Australia. A infeccdo provocada por essa
espécie € encontrada em praticamente todas as areas onde ocorre esse tipo de cultivo
e por isso a principal preocupacéo esta ligada a dispersdo da doencga, visto que ha
poucas opc¢oes efetivas para o tratamento de tal epidemia (Ploetz, 2015). Fusarium
virguliforme foi relatado nos Estados Unidos e outras trés espécies foram
reconhecidas na Ameérica do Sul: F. brasiliense, F. crassistipitatum e F. tucumaniae.
(Hartman et al., 2015).

Ao colonizar as raizes, o fungo pode produzir toxinas que se dispersam
pela planta através do sistema vascular causando diversos sintomas (Hartman et al.,
2015). No Brasil, pesquisas abordando micotoxinas nos graos de milho ocorrem
esporadicamente e a maioria dos estudos escolhe por focar na deteccdo de
fumonisinas, grupo de micotoxinas produzidas pelas espécies F. verticullioides e F.
subglutinas. Da mesma forma, ha relatos de micotoxinas da classe dos tricotecenos:

deoxinivalenol e nivalenol, produzidas, principalmente, por espécies do complexo F.
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graminearum (Kuhnem Janior et al., 2013; Stumpf et al., 2015) e a presenca de tais
toxinas € prejudicial aos homens e aos animais expostos (O’donnell et al., 2015;
Wegulo et al., 2015; Antoniessen et al., 2014).

Tendo em vista tal panorama, é essencial que agricultores e produtores
desenvolvam estratégias para minimizar as perdas (Wegulo et al., 2015; Marburguer
et al., 2014). Alternativas como controles bioldgico e quimico, rotacdo de culturas,
cultivos tolerantes e resistentes e a producéo de transgénicos aparecem na literatura
como algumas das solugdes para o manejo das infe¢ées causadas por Fusarium spp.
(D’angelo et al., 2014; Hartman et al., 2015; Wegulo et al., 2015). Contudo, curvas de
dose-respostas obtidas pelo tratamento deste fungo com os fungicidas azolicos —uma
das principais classes utilizadas no tratamento de infeccdes por este micro-organismo
- indicam que o desenvolvimento de resisténcia tem aumentado (Becher et al., 2010).
Dessa forma, compreende-se a necessidade pela busca de novas moléculas com
atividade antifungica, visto que esse patdogeno possui extensa distribuicdo geografica
afetando a economia mundial, o ambiente, a satde humana e animal (Antoniessen et
al., 2014; Ploetz, 2015).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de realizag&o dos ensaios

A sintese dos analogos de 8-hidroxiquinolina foi realizada no Departamento
de Producédo de Matéria Prima da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS) no Laboratério de Sintese Farmacéutica. Os
experimentos microbioldgicos, in vitro, foram desenvolvidos no Laboratoério do Grupo
de Pesquisa em Micologia Aplicada, situado no Anexo Il da Faculdade de Farmécia
da UFRGS.

4.2 Seleg¢ao dos microrganismos

Todos o0s microrganismos selecionados para realizacdo do estudo
encontram-se depositados na Micoteca do Laboratorio do Grupo de Pesquisa em
Micologia Aplicada da UFRGS. Sé&o oriundas desta colecéo de culturas as seguintes
cepas: Candida Krusei (ATCC 6258), Candida parapsilosis (ATCC 22019), Candida
tropicalis (ATCC 750), Candida glabrata (RL750), Candida guilliermondii (CGHCPA),
Microsporum canis (MCAO1), Microsporum gypseum (MGY50), Trichophyton
mentagrophytes (TME32), Trichophyton rubrum (TRU51), Fusarium falciforme (F20),
Fusarium oxysporum (F35), Fusarium keratoplasticum (HCF26), Fusarium solani
(HCF41), Fusarium meridionale (09Mi21) e Fusarium graminearium (09Tr26). As
cepas de Trichosporon asahii (ATCC 90039) e Magnusiomyces capitatus (Geotrichum
capitatum - URM6260) foram recebidas da Colecéo de Microrganismos de Referéncia
em Vigilancia Sanitaria (CMRVS) da Fundacdo Oswaldo Cruz e da Colecdo de
Culturas da Micoteca da Universidade Federal de Pernambuco, respectivamente. Os
microrganismos escolhidos totalizam 17 fungos: 7 leveduras, 4 dermatdéfitos e 6

espécies de Fusarium (4 de origem clinica e 2 fitopatdégenos), descritos acima.

4.3 Sintese de novos analogos de 8-hidroxiquinolina

Os espectros de 'H e 3C foram obtidos no equipamento Bruker 400
(Billerica, USA). A 8-hidroxiquinolina e os outros reagentes utilizados nas etapas de
sintese foram obtidos comercialmente (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) e utilizados
sem purificacdo prévia. Os solventes foram destilados antes do uso. A evolucdo das

reacdes foi acompanhada por cromatografia em camada delgada de silica (CCD)



25

(silica gel em folhas de aluminio, Sigma Aldrich). As purificagBes por cromatografia
em coluna de silica (CCS) foram realizadas com silica gel 60 (0,063-0,200 mm, Sigma
Aldrich).

43.1 Obtengé&o de 8-hidroxi-5-nitro-quinolina (4)

4.3.1.1 Preparacao de 8-hidroxi-5-nitroso-quinolina (3)

A uma mistura de 8-hidroxiquinolina (5 g, 0,0345 mmol) em &cido cloridrico
(HCI) concentrado (14,38 mL) a 0°C, foi adicionado nitrito de sédio (NaNOs) (2,46 Q)
em agua (4,0 mL). Ao formar uma massa amarelada precipitada foi filtrada a vacuo e
lavado o0 excesso com agua gelada destilada. Em um baldo de fundo redondo,
adicionou-se o0 pO resultante da reacdo acima, juntamente com &cido nitrico
concentrado (HNO3) (11,4 mL) e agua (7,6 mL), sob agitacéo a temperatura de 17°C.
Apés 75 minutos sob agitacdo, a mistura foi diluida com agua destilada a 0°C e
adicionado acetato de sodio para se obter um pH de aproximadamente 6,0. O produto
foi filtrado a vacuo e lavado o excesso com agua destilada gelada. Obteve-se,
aproximadamente, 1 g de um sélido amarelo (rendimento: 22%). Este composto foi
sintetizado utilizando metodologia adaptada de Mazumber et al (2008).

RMN de H (400 MHz, CDCl3) d (ppm), J (Hz): 9.34 (dd, 1H, J= 1.6, 8.8),
8.89 (dd, 1H, J= 1.6, 4.4), 8.61 (d, 1H, J=8.8), 7.74 (dd, 1H, J= 4.4, 8.8), 7.21 (d, 1H,
J=8.8). ¥3C RMN (100 MHz, CDCl3) & (ppm): 158.48, 148.77, 137.05, 136.10, 133.75,
129.07, 125.21, 122.54, 108.12.

4.3.2 Obtencédo de 5-amino-8-hidroxi-quinolina (5)

Uma mistura de 4 (1 g, 0,00525 mmol) em isopropanol (50 mL) foi agitada
e aquecida até refluxo. Em seguida, o Pd/C (0,125 g) e a solucdo de hidrazina 16%
(3,7 mL, 0,0183 mmol) foram adicionados. A mistura ficou sob agitacdo por 4h, foi
filtrada a vacuo a quente e evaporada em rotavapor. Logo apés a secagem obteve-se
um po de cor amarelo escuro tornando-se preto com o tempo. O produto foi utilizado
na etapa seguinte sem purificacdo. Este composto foi sintetizado utilizando
metodologia adaptada de LU et al (2013).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm), J (Hz): 8.77 (dd, 1H, J=1.2, 4.4),
8.47 (dd, 1H, J=1.6, 8.4), 7.43 (dd, 1H, J=4, 8.4), 6.86 (d, 1H, J=8.4), 6.63 (d, 1H, J=
8). *C RMN (100 MHz, DMSO-d6) d (ppm): 148.17, 144.31, 139.07, 137.21, 132.07,
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119.94, 119.14, 112.30, 109.14.

4.3.3 Obtencéo de 5-azido-8-hidroxi-quinolina (6)

O composto 5 foi dissolvido em uma solu¢cdo de acido cloridrico
concentrado (0,913 mL) e 4gua (11,41 mL), a -3°C em banho de sal e gelo, sob
agitacdo por 10 minutos. Foi gotejado uma solucéo gelada de nitrito de sédio (1,1413
g, 0,01654 mmol) em agua (11,41 mL). A mistura foi agitada por 20 minutos e entao
gotejada solucdo de azida de sodio (1,3696 g, 0,0210 mmol) em agua (91,3 mL),
agitada por 1,5 h a 0°C e entdo ficou em temperatura ambiente por 24h protegida da
luz. Para a extracao do produto utilizou-se éter etilico (2 x 100 mL) e agua (50 mL) e
um solido marrom escuro foi obtido. Rendimento: 38%. Este composto foi sintetizado
utilizando metodologia adaptada de Gonzalez-Vera et al (2009).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm), J (Hz): 9.94 (s, 1H), 8.92 (dd,
1H, J= 1.6, 4.4), 8.35 (dd, 1H, J= 1.6, 8.8), 7.61 (dd, 1H, J= 4, 8.8), 7.39 (d, 1H, J=18),
7.14 (d, 1H, J=8.4). 13C RMN (100 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 151.31, 149.58, 139.07,
131.30, 125.76, 122.48, 122.02, 116.66, 111.83.

4.3.4 Obtencéo do acetato de 5-azido-8-quinolinil (7)

A um baldo contendo 6 (0,7326 g, 0,00394 mmol), adicionou-se anidrido
acético (0,6024 g, 0,00590 mmol) e piridina (0,190 mL). A mistura permaneceu
reagindo por aproximadamente 2 horas. Em seguida adicionou-se agua destilada (5
mL) e manteve-se sob agitacdo por 20 minutos. Apés adicionou-se ao baldo 40 mL de
acetato de etila. A fase organica resultante foi lavada com solucdo de AcOH 1 M (2 x
10 mL), NaOH 0,5 M (10 mL) e agua destilada (10 mL). Secou-se a fase organica com
sulfato de sodio anidro, filtrou-se e eliminou-se o solvente em evaporador rotatério. O

produto foi utilizado na etapa seguinte sem purificacéo.

4.3.5 Procedimento geral para reacéo de Click

A um balédo de fundo redondo contendo 7 (1 eq.), o alquino apropriado (1
eq.) e t-butanol adicionaram-se CuS0O4.5H20 (0,2 eq.) e solugéo de acido ascorbico
(0,6 eq.) e bicarbonato de sddio (0,6 eq.) em agua destilada. A mistura reacional
permaneceu sob agitacdo magnética. Apds o término da reacédo (24 horas) removeu-

se o solvente em evaporador rotatério. O residuo foi purificado por cromatografia em
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coluna (eluente: ciclohexano e acetato de etila).

4.3.5.1 Sintese do Acetato de 5-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-8-quinolinil
(PH264)

N
/,‘N
N
AN
o
N
0. _0

Foi obtido um solido amarelado com 53% de rendimento.

Formula Molecular: C19H14N402

Massa Molar: 330,34 g/mol

Obtido conforme descrito anteriormente. Sélido esverdeado. RMN de 'H
(400 MHz, CDCI3) & (ppm), J (Hz): 9.01 (dd, 1H, J= 1.6, 4), 8.15 (dd, 1H, J= 1.6, 8.4),
8.13 (s, 1H), 7.69 (d, 1H, J= 8), 7.57 (d, 1H, J=8), 7.53-7.47 (m, 3H), 7.40 (t, 1H, J=
7.2), 2.55 (s, 3H). ¥*C RMN (100 MHz, CDCI3) & (ppm): 169.47, 151.40, 148.90,
148.07, 141.23, 131.66, 131.22, 129.85, 129.00, 128.63, 125.87, 125.18, 123.38,
123.19, 122.04, 120.67, 20.94.

4.3.5.2 Sintese do Acetato de 5-(4-(hidroximetil) -1H-1,2,3-triazol-1-il)-8-
quinolinil (PH266)

OH
Z*N
/ hY
N
X
~
N
0__0

\f

Foi obtido um s6lido amarelado com 36% de rendimento.
Férmula Molecular: C14H12N403
Massa Molar: 284,27 g/mol
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Obtido conforme descrito anteriormente. Sélido amarelado. RMN de *H
(400 MHz, acetona-d6) & (ppm), J (Hz): 9.01 (dd, 1H, J=1.6, 4), 8.37 (s, 1H), 8.10 (dd,
1H, J= 1.6, 8.4), 7.84 (d, 1H, J= 8), 7.71-7.65 (m, 2H), 4.85 (s, 2H), 2.45 (s, 3H). 13C
RMN (100 MHz, acetona-d6) & (ppm): 169.72, 152.26, 149.99, 149.94, 149.76, 142.18,
132.53, 125.04, 125.88, 124.71, 124.21, 121.81, 56.79, 20.86.

4353 Acetato de 5-(4-(4-(trifluormetil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-8-
quinolinil (PH268)
FsC

N
/:N
N
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~
N
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Foi obtido um solido amarelado com 32% de rendimento.
Formula Molecular: C2oH13F3N402
Massa Molar: 398,34 g/mol

Foi obtido uma mistura de compostos acetilados e desacetilados.

4.3.5.4 Acetato de 5-(4-(4-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-8-quinolinil
(PH270)
H,CO
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Foi obtido um s6lido amarelado com 48% de rendimento.

Férmula Molecular: C2oH16N403
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Massa Molar: 360,12 g/mol
Foi obtido uma mistura de compostos acetilados e desacetilados.

4.3.5.5 Acetato de 5-(4-(ciclohex-1-en-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-8-
quinolinil (PH272)

Foi obtido um solido amarelado com 14% de rendimento.
Foérmula Molecular: C2sH22N40>
Massa Molar: 334,37 g/mol

Foi obtido uma mistura de compostos acetilados e desacetilados.

4.3.6 Procedimento geral para reacdo de desacetilacao

A um baldo contendo o triazol desejado (1 eq.), adicionou-se hidréxido de
potassio (KOH) (3 eqg.) e etanol (1 mL). A mistura permaneceu reagindo por
aproximadamente 1 hora. Em seguida adicionou-se agua destilada e manteve-se sob
agitacdo por 20 minutos. Apos adicionou-se ao baldo acetato de etila. A fase organica
resultante foi lavada com solucéo de acido acético (AcOH) 1 M, hidroxido de sédio
(NaOH) 0,5 M e 4gua destilada. Secou-se a fase organica com sulfato de sédio anidro,

filtrou-se e eliminou-se o solvente em evaporador rotatorio.

4.3.6.1 Sintese do 5-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-8-quinolinol (PH265)
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OH

Foi obtido um sdlido amarelado com 57% de rendimento.

Formula Molecular: C17H12N40

Massa Molar: 288,30 g/mol

Obtido como descrito anteriormente. Sélido esverdeado. RMN de H (400
MHz, acetona-d6) & (ppm), J (Hz): 8.97 (d, 1H, J= 3.2), 8.78 (s, 1H), 8.20 (d, 1H, J=
8.4), 8.04 (d, 2H, J=7.6), 7.81 (d, 1H, J= 8), 7.70 (dd, 1H, J= 3.6, 8.8), 7.49 (t, 2H, J=
7.6), 7.39 (t, 1H, J=7.2), 7.31 (d, 1H, J=8). 13C RMN (100 MHz, acetona-d6) & (ppm):
154.46, 149.25, 147.19, 137.91, 131.86, 130.99, 128.89, 128.08, 125.58, 125.27,
123.25, 109.24.

4.3.6.2 Sintese do 5-(4-(hidroximetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-8-quinolinol

Qﬂ

N

(PH267)

\

OH

Foi obtido um sélido amarelado com 24% de rendimento.

Formula Molecular: C12H10N402

Massa Molar: 242,23 g/mol

Obtido como descrito anteriormente. Sélido esverdeado. RMN de *H (400
MHz, DMSO-d6) & (ppm), J (Hz): 8.98 (sl, 1H), 8.43 (sl, 1H), 7.88 (sl, 1H), 7.67 (sl,
2H), 7.23 (sl, 1H), 5.34 (sl, 1H), 4.67 (sl, 2H). *C RMN (100 MHz, DMSO-d6) & (ppm):
155.46, 149.65, 148.62, 138.43, 131.56, 126.06, 125.84, 124.83, 124.44, 123.84,
110.86, 55.47.
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4.3.6.3 Sintese do 5-(4-(4-trifluormetilfenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-8-
quinolinol (PH269)
FsC

OH

Foi obtido um sdlido amarelado com 70% de rendimento.

Formula Molecular: C1gH11F3Na4o

Massa Molar: 356,30 g/mol

Obtido conforme descrito anteriormente. RMN de *H (400 MHz, DMSO-d6)
o (ppm), J (Hz): 9.26 (s, 1H), 9.01 (dd, 1H, J= 1.2, 4.4), 8.22 (d, 2H, J= 8), 8.03 (dd,
1H, J=1.6, 8.8), 7.89 (d, 2H, J=8), 7.81 (d, 1H, J=8.4), 7.69 (dd, 1H, J= 4.4, 8.4), 7.26
(d, 1H, J=8). 13C RMN (100 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 155.76, 149.76, 145.66, 138.40,
134.90, 131.67, 128.73 (q, 1C, J= 32), 126.38, 126.49 (q, 1C, J=4), 126.04, 126.01,
124.73 (q, 1C, J=271), 124.66, 124.02, 124.00, 110.88.

4.3.6.4 Sintese do 5-(4-(4-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-8-quinolinol
(PH271)
H3CO

OH
Foi obtido um sélido amarelado com 16% de rendimento.
Formula Molecular: C1gH14aN402
Massa Molar: 318,33 g/mol
Obtido conforme descrito anteriormente. RMN de *H (400 MHz, DMSO-d6)
o (ppm), J (Hz): 8.99 (dd, 1H, J= 1.2, 4), 8.96 (s, 1H), 8.02 (dd, 1H, J= 1.6, 8.4), 7.91
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(d, 2H, J= 8.8), 7.77 (d, 1H, 8.4), 7.69-7.66 (m, 1H), 7.25 (d, 1H, J= 8.4), 7.07 (d, 1H,
J=8.8), 3.82 (s, 3H). 3C RMN (100 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 159.73, 155.59, 149.74,
147.01, 138.45, 131.79, 127.27, 125.91, 124.77, 124.37, 123.96, 123.80, 123.46,
114.92, 110.90, 55.70.

4.3.6.5 Sintese do 5-(4-(ciclohex-1en-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-8-
quinolinol (PH273)

OH

Foi obtido um so6lido amarelado com 99% de rendimento.

Formula Molecular: C23H20N40

Massa Molar: 292,34 g/mol

Obtido conforme descrito anteriormente. RMN de *H (400 MHz, acetona-
d6) & (ppm), J (Hz): 8.95 (dd, 1H, J= 0.8, 4), 8.26 (s, 1H), 8.12 (dd, 1H, J= 1.6, 8.4),
7.71 (d, 1H, J=8), 7.67 (dd, 1H, J=4, 8.8), 7.27 (d, 1H, J=8), 6.65-6.62 (m, 1H), 2.51-
2.46 (m, 2H), 2.25-2.20 (m, 2H), 1.82-1.76 (m, 2H), 1.73-1.67 (m, 2H). 13C RMN (100
MHz, acetona-d6) & (ppm): 155.20, 150.12, 149.79, 138.84, 132.83, 128.57, 126.07,
125.86, 125.32, 125.21, 124.37, 122.64, 110.16, 27.00, 25.95, 23.32, 23.13.

4.4 Teste de suscetibilidade fangica

Os testes de suscetibilidade das espécies fungicas utilizadas neste
trabalho, frente os derivados de 8-hidroxiquinolina, foram realizados através do
método de microdiluicdo em caldo de acordo com as normas padronizadas e
publicadas pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). O protocolo M27-A3 foi
utilizado para os fungos leveduriformes e o protocolo M38-A2 foi aplicado aos fungos
filamentosos (CLSI, 2008).

Nos ensaios com as leveduras, utilizou-se agar Sabouraud dextrose

(HiMedia) para o crescimento das colénias em 24h a 35°C. As células fungicas foram
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suspensas em uma solucéo de salina estéril 0,85% (Dindmica; Diadema, SP) e lidas
em espectrofotdometro (GT220, Global Trade Tecnology) no comprimento de onda de
530 nm. A transmitancia desejada é equivalente a escala de 0,5 de McFarland (1x10°
a 6x10% UFC/mL). A solucéo de trabalho preparada a partir da suspensao das células
fungicas é dividida em duas dilui¢bes, sendo a primeira diluida 1:50 e a segunda 1:20,
ambas em caldo RPMI (Roswell Park Memorial Institute 1640; Gibco. Nova York) —
sem bicarbonato de sddio, tamponado com MOPS &cido morfolinopropanosulfonico;
Sigma-Aldrich) ajustado com pH 7,0 - levando a uma concentracdo de células de 1 a
5x10% UFC/mL. A faixa de concentraco utilizada para os derivados testados e para o
clioquinol foi de 8 pg/mL a 0,015 pg/mL e de 32 pg/mL a 0,062 pg/mL para o
fluconazol.

Os fungos filamentosos foram repicados em agar dextrose de batata
(HiMidia, india), sendo os dermatofitos cultivados por cerca de 5 dias e Fusarium spp.
por aproximadamente 48h, ambos a 30°C. Para a suspenséao celular dos dermatofitos,
utilizou-se solucao de salina estéril 0,85% e realizou-se a leitura da transmitancia em
espectrofotdmetro (GT220, Global Trade Tecnology) no comprimento de onda de 530
nm, obtendo-se uma concentracédo de 2 a 6x10° UFC/mL. Para Fusarium spp. a
mesma suspensao foi realizada, no entanto, fez-se uso da camara de Neubauer para
quantificar a concentragdo celular (2 a 6x10°® UFC/mL). A faixa de concentragio
utilizada para os derivados testados, cetoconazol e clioquinol foi de 8 pg/mL a 0,015
pHg/mL para dermatéfitos. Para Fusarium spp. a faixa de concentracdo dos compostos
sintetizados e do voriconazol foi de 64 ug/mL a 0,125 pg/mL, sendo de 32 pug/mL a
0,062 pug/mL para o clioquinol.

As microdiluicbes ocorreram em microplacas de poliestireno com 96 pocos.
Para o preparo das moléculas e demais agentes antifungicos, diluiu-se os compostos
1:2 em meio RPMI. Apéds, adicionou-se o0 indculo preparado previamente. O
experimento foi realizado em triplicatas e incubado por 48h para Fusarim spp. (30°C)
e leveduras (35°C), e 120h para dermatéfitos (30°C). Foi definida como concentracéo
inibitéria minima (CIM) a menor concentracédo dos derivados de 8-hidroxiquinolina e
demais agentes antifGngicos em que 0s microrganismos nao tiveram crescimento

visivel apds os tempos de incubacédo especificos para cada fungo.

45 Ensaio de toxicidade
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45.1 Preparo da cultura de leucécitos humanos

Para o prepare das culturas de leucocitos humanos, utilizou-se 1 mL de
sangue venoso, coletado por venopunc¢ao de um voluntario com mais de 18 anos e
sem uso de medicacdo. Os leucécitos utilizados no ensaio (linfocitos), foram obtidos
através de centrifugacdo. Imediatamente transferidos para o meio de cultura contendo
9 mL de meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de sorofetal bovino
e 1% de estreptomicina/penicilina (Santos Montagner et al., 2010). A cultura celular
foi incubada por 72 horas a 37°C. O controle negativo foi preparado com tampéao PBS
com pH 7,4 e o controle positive com H202 4mM. Protocolo aprovado pelo comité de
ética da Universidade Federal do Pampa: 27045614.0.0000.5323.

45.2 Viabilidade celular

A viabilidade celular dos linfdcitos cultivados é avaliada através da perda
da integridade da membrana leucocitaria: utiliza-se 100ul de azul de Tripam e 100yl
de amostra (Burow et al., 1998). As células n&o viaveis sdo observadas ao
microscopio coradas pelo azul de Tripam, uma vez que este corante penetra dentro

da célula que perdeu sua integridade.

4.6 Mecanismo de acéo

Os testes de mecanismo de acdo foram realizados com as moléculas
consideradas mais promissoras de acordo com os resultados obtidos a partir da
sintese e dos ensaios de suscetibilidade, tendo em vista sua atividade em comum
para os trés grupos de microrganismos estudados e de acordo com a estabilidade dos
derivados. Grupamentos ésteres sdo conhecidos por serem relativamente labeis,
principalmente ésteres derivados de fendis, como € o caso dos compostos acetilados
PH264, PH266, PH268, PH270 e PH272. Sendo assim, os triazdis utilizados nas
proximas etapas do estudo sdo PH265 e PH273. As cepas escolhidas para dar
seguimento aos ensaios constituem o grupo das leveduras e o grupo dos dermatdfitos,

nao contemplando o género Fusarium sp. nesta parte do estudo.

4.6.1 Ensaio de efeito de ergosterol
Para avaliacdo do mecanismo de acdo das moléculas sintetizadas quanto

suas acdes na membrana plasmatica, realizou-se o estudo de efeito do ergosterol.
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Esse ensaio baseia-se na capacidade dos compostos antifungicos se complexarem
ao ergosterol da membrana da célula fangica. Ao ser alvo desses agentes, a
membrana plasmética sofre acfes que alteram sua permeabilidade, resultando em
ruptura e consequente perda do conteudo intracelular (Denning e Hope, 2010; Flevari
etal., 2013). A presenca do ergosterol exdgeno no meio de cultura evita que o farmaco
se ligue ao ergosterol da membrana, mas sim a esse componente livre no meio,
culminando na diminui¢cdo da poténcia do antifingico (Escalante et al., 2008).

Sendo assim, determinou-se as CIMs das moléculas em questdo e do
controle positivo por microdiluigdo em caldo (CLSI M27-A3 para as leveduras e M38-
A2 para os filamentosos) na auséncia e na presenca de ergosterol exdgeno (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) nas seguintes concentracdes: 50 ug/mL, 100 pg/mL, 150
Mg/mL e 200 pg/mL. O ergosterol comercial foi dissolvido em dimetilformamida
(Sigma-Aldrich) e diluido no meio de cultura RPMI 1640, de forma que a concentragao
final do solvente fosse de 0.1%. Os experimentos foram realizados em microplacas
de poliestireno de 96 pocos em duplicata. Como controle positivo utilizou-se
anfotericina B (Unido Quimica, Sao Paulo, Brasil) devido sua afinidade pelo ergosterol
e acdo na membrana fangica. Os valores das CIMs foram determinados apos 2 dias
a 35°C para leveduras e 5 dias a 30°C para dermatofitos (Escalante et al., 2008).
Entende-se que a acdo das moléculas ocorre na membrana plasmatica uma vez que
a leitura das CIMs revela valores mais elevados na presenca de ergosterol exdgeno
do que na sua auséncia (Junior et al. 2010), aumentado de acordo com as maiores

concentragoes.

4.6.2 Ensaio de protecéo de sorbitol

Para avaliacdo do mecanismo de acdo das moléculas sintetizadas quanto
suas ac¢des na parede celular, realizou-se o estudo de protecéo de sorbitol. O sorbitol
atua como um protetor osmético, dificultando o acesso do composto em questao a
parede celular do fungo, permitindo que ele cresgca mesmo na presenca do antifangico
(Frost et al., 1995; Junior et al., 2010). Para que este efeito ocorra, 0 protetor osmético
€ adicionado ao meio de cultura preparado para o ensaio.

Dessa forma, determina-se as CIMs dos agentes antifungicos testados por
microdiluicdo em caldo (CLSI M27-A3 para leveduras e CLSI M38-A2 para

filamentoso) na auséncia e na presenca de sorbitol 0,8 M (Sigma-Aldrich). Os
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experimentos foram realizados em microplacas de poliestireno de 96 pocos em
duplicata.

Como controle positivo do teste, anidulafungina (Pfizer®) foi o farmaco de
escolha, devido sua a¢ao sobre a parede celular. Para avaliacdo do controle foi lido a
concentracéo efetiva minima (CEM), pois ndo foram obtidos aqui resultados de CIM
devido a baixa concentracdo do farmaco necesséria. As CIMs, dos derivados
sintetizados, foram determinadas em duas leituras: apés 2 e 7 dias para as leveduras
(35°C) e ap6s 5 e 7 dias para os dermatéfitos (30°) (Escalante et al., 2008). Identifica-
se a acdo do antifungico na parede celular quando o valor da CIM na presenca de
sorbitol é mais elevado do que na auséncia (Junior et al., 2010).

4.6.3 Time-Kill assay

Para a realizacéo do ensaio escolheu-se uma cepa representativa de cada
grupo (leveduras e dermatdfitos): Candida guilliermondii (CGHCPA) e Microsporum
canis (MCAQ1). Para a levedura fez-se uma cultura prévia com 24h de incubagéo a
35°C em agar Sabouroud dextrose (HiMedia). Posteriormente, uma suspensao
fungica foi preparada com transmitancia de 90%, ajustada para 0,5 na escala de
McFarland (1 a 5x10% UFC/mL). Uma diluic&o 1:10 foi realizada adicionando-se parte
da suspensdao em RPMI 1640, ja contendo a quantidade necessaria das moléculas
teste, incluindo o controle positivo. Tal diluicdo resulta em uma solucdo com
concentracgéo de indculo de 1 a 5x10°UFC/mL (Klepser et al., 1998).

Para M. canis, preparou-se uma suspensdo das células fangicas apos
cultura prévia de aproximadamente 5 dias em agar Sabouroud dextrose (HiMedia) a
30C. Posteriormente, uma suspensao fungica foi preparada com transmitancia de 80-
82% (1 a 3x10® UFC/mL) em salina, transferindo-se parte do volume para o meio RPMI
1640, ja contendo a quantidade necessaria dos analogos, incluindo controle positivo
(Ghannoum et al., 2013). Foram utilizadas as mesmas concentracées para cada
composto nos testes de ambos os fungos: CIM, CIMx2, CIMx4 e CIMx8. Os
experimentos foram realizados em triplicatas e incubados a 35 °C para C.
guilliermondii e 30 °C para M. canis.

Em tempos predeterminados (0, 6, 12, 24 e 48h para C. guilliermondii; e 0,
6, 12, 24, 48, 96 e 120h para M. canis), aliquotas de 100 ul foram retiradas de cada

poco e diluidas em série de 10 (até 10-3) com salina estéril (0,85%). Em seguida, 20ul
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diretamente das solucdes testes e de cada diluicdo foram semeadas em placa
contendo agar Sabouroud dextrose (HiMedia) com o auxilio de uma alga de Drigalski.
As placas foram incubadas a 35°C/48h para C. guilliermondii e 30°C/120h para M.
canis. Apos esse periodo de crescimento, a contagem das col6nias foi realizada.
Este método tem como objetivo determinar a cinética dos compostos em
questdo, avaliando a propriedade fungicida das moléculas em funcédo do tempo. As
curvas resultantes do teste foram geradas em funcdo da média do log*® UFC/mL
contra 0 tempo de exposicdo das células fungicas a diferentes concentracdes dos
derivados de 8-hidroxiquinolinas, incluindo os desvios padréo. Foi considerado efeito
fungicida quando houve diminuigdo de = 99,9% no log'® do nimero de UFC/mL em

comparacao com o inéculo inicial (tempo 0) sem tratamento.

4.6.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As alteracbes morfolégicas observadas nas células fungicas, causadas
pelos derivados de 8-hidroxiquinolinas sintetizados, foram avaliados através do MEV.
Previamente, foi realizado o método de macrodiluicdo em caldo (CLSI, 2008) seguido
de MEV, conforme descrito a seguir.

Apbs o periodo de incubacgédo necessario para o método de macrodiluicao
em caldo (Candida guilliermondii: 48h a 35 °C, M. canis: 120h a 30 °C), células
fungicas tratadas com concentragcfes subinibitérias de 8-hidroxiquinolinas (MIC/2 e
MIC/3) e células néo tratadas (controle positivo) foram lavadas trés vezes com PBS
(tampéo fosfato-salino) (3000 rpm durante 5 min, Biosystems MCD2000, Curitiba,
Brasil). Apds lavagem, as células foram fixadas em 1 mL de fixador de Karnovsky
modificado, adaptado de Joubert et al. (2015). Entdo, os pocos foram lavados trés
vezes (3000 rpm durante 5 minutos) com cacodilato de sodio 0,1 M tamponado a pH
7,2 contendo sacarose 0,2 M e MgCI2 2 mM com o auxilio de duas pipetas, que foram
utilizadas para adicdo e remocdo simultianea para evitar exposicdo das células
fungicas ao ar. As células foram aderidas em laminulas anteriormente funcionalizadas
com poli-L-lisina durante 1h. As células aderidas foram desidratadas em uma série
graduada de solucdes de acetona recentemente preparadas: 30, 50, 70 (5 min), 95 e
100% (10 min). As amostras foram entdo submetidas a secagem por ponto critico (EM
CPD 300, Leica), montadas em stubs metélicos, revestidas por pulverizacdo com uma

camada de ouro e paladio de 15-20nm e visualizadas em um microscopio eletrénico
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de varredura (Carl Zeiss EVO® MA10 Carl, Oberkochen, Alemanha) operando a 10kV.
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5. RESULTADOS

5.1 Sintese dos analogos de 8-hidroxiquinolina

A rota de sintese de novos analogos da 8-hidroxiquinolina foi estabelecida
através de 6 etapas descritas anteriormente: obtencdo de 8-hidroxi-5-nitro-quinolina,
obtencdo de 8-hidroxi-5-amino-quinolina, obtencdo de 8-hidroxi-5-azido-quinolina,
obtencdo do acetato de 5-azido-8-quinolinil, reacdo de Click e desacetilacéo
(esquema 1). Todos os compostos obtidos (intermediérios e finais) apresentaram
rendimentos entre 14% e 99%. Os produtos finais foram caracterizados por espectro

de RMN de 3C e 'H. Os espectros estéo disponiveis no apéndice desta dissertacao.
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Figura 4. Esquema das etapas das reacfes de sintese.

5.2 Testes de suscetibilidade antifungica
A maioria dos analogos de 8-hidroxiquinolina sintetizados foram testados,

com excecdo dos compostos PH268, PH270 e PH272, pois degradaram-se de forma
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mais rapida que o esperado, mantendo apenas suas formas desacetiladas (PH269,
PH271 e PH273). Dessa forma, dos 10 triazdis sintetizados, 7 foram testados quanto
a atividade antifungica frente aos isolados de leveduras, dermatéfitos e Fusarium spp.
No entanto, pode-se perceber que a suscetibilidade antifingica foi variavel de acordo
com a espécie flngica e com o composto testado, conforme descrito nas tabelas
abaixo (Tabela 1, Tabela 2 e Tabela 3).



41

Teste de suscetibilidade antifungica para leveduras

Clioquinol  Fluconazol PH264 PH265 PH266 PH267 PH269 PH271 PH273
(ng/mL) (mg/mL) — (ug/mL)  (ug/mL)  (pg/mL)  (ug/mb)  (ug/mbL)  (ug/mL)  (pg/mL)

C. parapsilosis

(AT 22019 1,0 8,0 2,0 4,0 >8,0 >8,0 >8,0 >8,0 4,0
&Ttggi‘;z'; 05 8,0 2,0 2,0 >8,0 >8,0 >8,0 >8,0 >8,0
C'(F%'L"J‘gg"’;ta 05 8,0 1,0 1,0 >8,0 >8,0 >8,0 >8,0 4,0
( A$ 6'2‘23228) 1,0 >32,0 4,0 4,0 >8,0 >8,0 >8,0 >8,0 8,0

C'(g‘g'ﬁg';%d" 05 8,0 8,0 2.0 >8,0 >8,0 >8,0 >8,0 8,0

( ATT(': gs;;(;igg) 4,0 2,0 2,0 8,0 >8,0 >8,0 >8,0 >8,0 4,0
m';;pgggf) 1,0 4,0 2,0 1,0 >8,0 >8,0 >8,0 >8,0 4,0

Tabela 1. CIM’s das leveduras frente aos antifungicos controles e as moléculas sintetizadas.



Teste de suscetibilidade antifungica para dermatofitos

Clioquinol  Cetoconazol PH264 PH265 PH266 PH267 PH269 PH271 PH273

(pg/mL) (pg/mL) (bg/mL)  (ug/mL)  (pg/mL)  (pg/mL)  (pg/mL)  (pg/mL)  (ug/mL)
(mbfgif) 2,0 2,0 2,0 2,0 >8,0 >8,0 >8,0 >8,0 2,0
%Mgégsgg)m 4,0 4,0 2,0 4,0 >8,0 >8,0 >8,0 >8,0 4,0
T m‘(a;'lt\j‘grgg;wtes 2,0 1,0 2.0 2,0 >8,0 >8,0 >8,0 >8,0 2,0
};{”Sr;g 1,0 2,0 2,0 2,0 >8,0 >8,0 >8,0 >8,0 2,0

Tabela 2. CIM’s dos dermatdfitos frente aos antifingicos controles e as moléculas sintetizadas.
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Teste de suscetibilidade antifungica para espécies de Fusarium

Clioquinol ~ Voriconazol PH264  PH265 PH267 PH269 PH271 PH273
(ng/mL) (mg/mL) — (ug/Ml) ~ (ug/mL)  (pg/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)

F. f?llzczifg)rme 2.0 >64,0 16,0 >64,0 >64,0 >64,0 >64,0 >64,0
F. o?zzp;c;rum 1.0 32.0 8,0 >64,0 >64,0 >64,0 >64,0 >64,0
F. ke(ratglglslg)ﬂcum 20 16.0 16,0 >64,0  >64,0  >64,0 >64,0  >64,0
z:Hélozljil)l 1.0 16,0 32.0 >64,0 >64,0 >64,0 >64,0 >64,0

F. Egzr'\iﬂdii;{l)ale 1.0 16,0 160  >640  >640  >640  >640 16
F. gzg;n_li_czeg)rium 1.0 16,0 16,0 16,0 >64,0 >64,0 >64,0 >64,0

Tabela 3. CIM’s de Fusarium spp. frente aos antifingicos controles e as moléculas sintetizadas.
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Os resultados obtidos de CIM'’s para as leveduras variam de 1 pg/mL a 16
pg/mL para os analogos sintetizados. Enquanto que para o grupo dos dermatoéfitos a
maior CIM foi de 8 ug/mL. Quanto as espécies de Fusarium, a molécula PH264 obteve
valores de CIM como 8, 16 e 32 ug/mL, valores esses, muito semelhantes ao controle
positivo utilizado: voriconazol. No entanto, esse composto nédo foi estudado a nivel de
mecanismo de acdo, uma vez que, sua forma acetilada possui baixa estabilidade e
degrada-se mais facilmente que os compostos desacetilados. Por isso, preferiu-se dar
seguimento aos estudos com o0 mesmo derivado na sua versao desacetilada. Apesar
dessa escolha, tal molécula seré considerada para futuros estudos nessa populacgéo.

As moléculas com melhores CIM's, em comum para as leveduras e
dermatdfitos, foram escolhidas para dar seguimento aos testes de mecanismo de acao
e toxicidade, sendo elas: PH265 e PH273.

5.3 Ensaio de toxicidade

Os testes de ensaio de toxicidade foram realizados com as moléculas mais
promissoras, como descrito anteriormente, PH265 e PH273. E possivel observar que
ambos compostos apresentaram baixo nivel de toxicidade celular em relacdo ao
controle positivo. Sendo que a PH265 manteve as células humanas 100% viaveis
guando na concentracdo de 4 ug/mL. Nas demais concentracfes (64, 32, 16 e 8
ug/mL) essa molécula também se mostrou pouco toxica, mantendo a viabilidade
celular muito proxima dos 100%, conforme indicado na Figura 5.

A molécula PH273, também apresentou comportamento muito positivo na
concentracdo mais baixa, mantendo praticamente todas as células viaveis. Com o
aumento das contracdes, observou-se um declinio da viabilidade celular, porém,

nenhuma contracao foi toxica como o controle positivo (figura 5).
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Ensaio de Viabilidade Celular
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Figura 5. Ensaio de viabilidade celular. CN (controle negativo). CP (controle

positivo).

5.4 Mecanismo de acéo

5.4.1 Ensaio de efeito de ergosterol

Para o ensaio de complexacdo com ergosterol exdégeno selecionaram-se
duas cepas: uma representante do grupo das leveduras (Candida guilliermondii
CGHCPA) e a outra do grupo dos dermatofitos (Microsporum canis MCAO1). Ambas
moléculas testadas ndo demonstraram mecanismo de acéo por este efeito. Espera-
se que compostos que atuam na membrana celular fangica apresentem CIM’s
elevadas de acordo com o aumento das concentracfes de ergosterol e tal achado néo

foi observado (Tabelas 4 e Tabela 5).
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Complexacdo com ergosterol exdgeno
PH265 PH273  AnfotericinaB  Concentragéo

(mg/mL)  (ng/mL) (ng/mL) de ergosterol
8,0 16,0 0,5 Sem ergosterol
- N 4,0 8,0 2,0 50 pg/mL
C. (%“(';'Eggzr)'d" 2.0 4.0 8,0 100 pg/mL
2,0 4,0 8,0 150 pg/mL
4,0 2,0 16,0 200 pg/mL
Tabela 4. Ensaio de ergosterol levedura.
Complexacdo com ergosterol exdégeno
PH265 PH273  AnfotericinaB  Concentracao
(mg/mL)  (ng/mL) (ng/mL) de ergosterol
1,0 2,0 1,0 Sem ergosterol
. 1,0 2,0 4,0 50 pg/mL
(I\|<I/|' CC:QS 1,0 2.0 8.0 100 pg/mL
1,0 2,0 8,0 150 pg/mL
1,0 2,0 16,0 200 pg/mL

Tabela 5. Ensaio de ergosterol dermatofito.

5.4.2 Ensaio de protecéo ao sorbitol

Para o ensaio de sorbitol também fez-se uso dos mesmos isolados
selecionados para o teste de complexacéo de ergosterol. E possivel que as moléculas
sintetizadas atuem por essa via, tendo seu mecanismo de acdo agindo na parede
celular fangica. De acordo com os resultados obtidos, tanto para M. canis quanto para
C. guilliermondii, observou-se elevacdo na CIM na presenca de sorbitol. Esse
resultado é esperado quando um farmaco tem a parede celular como alvo. Assim
como ocorreu com o controle utilizado, anidulafungina, que atua inibindo enzima que

sintetiza componentes da parede celular (Tabela 6 e Tabela 7).

Tabela do efeito protetivo de sorbitol

Sorbitol PH265 PH273  Anidulafungina

0,8mol/L  (ug/mL)  (ug/mL) (ng/mL)
C. guilliermondi Presenca 16,0 16,0 >1,0
(CGHCPA) Auséncia 8,0 8,0 0,25

Tabela 6. Ensaio de protecao ao sorbitol levedura.
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Tabela do efeito protetivo de sorbitol

Sorbitol PH265 PH273  Anidulafungina

0,8 mol/L  (pg/mL)  (pg/mL) (ng/mL)
. Presenca 4,0 4,0 1,0
M. canis
(MCAOL) Auséncia 2,0 2,0 0,0002

Tabela 7. Ensaio de prote¢cdo ao sorbitol dermatéfito.

54.3 Time-kill assay

Ambos os compostos testados, PH265 e PH273, apresentaram em algum
tempo acdo fungicida para as duas cepas escolhidas. No que diz respeito ao
tratamento com PH265, para C. guilliermondii no tempo 6h, foi possivel observar a
inibicdo completa do crescimento fungico em todas as concentracdes testadas,
caracterizando um efeito fungicida. Nos demais tempos testados, o composto foi
capaz de manter o crescimento das células fungicas abaixo do indculo inicial (Figura
6), caracterizando um efeito fungistatico. Ha excecdo nos tempos 24h na
concentracdo CIMx1 e 48h, onde percebe-se crescimento fingico maior ou igual ao

inéculo inicial, porém néo atingindo o controle positivo (figura 6).

a =¢— Controle
Ug == MIC 1x
(@)
° == MI|C 2X
MIC 4x
== MIC 8X
Oh 6h 12 h 24 h 48 h
Time

Figura 6. Curvas de tempo de morte para C. guilliermondii (PH265).

Quanto o tratamento com PH273 para esta mesma cepa, a a¢ao fungicida
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se deu nas concentragdes CIMx1 e CIMx4 no tempo 6h. A acao fungistatica ocorreu
nos tempos 12h e 24h para todas as concentracdes, com excecao da CIMx2 no tempo
24h, pois percebe-se crescimento fangico maior em relagdo ao indculo inicial, porém
nao atingindo o controle positivo (figura 6).

12
10 yad
2 8 —4—Controle
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® /
S 6 = —=—MIC 1x
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0
Oh 6 h 12 h 24 h 48 h
Time

Figura 7. Curvas de tempo de morte para C. guilliermondii (PH273).

O composto PH265 demonstrou-se fungicida para a cepa de M. canis em
todas concentracdes nos tempos 96h e 120h. Sua acdo fungistatica foi verificada

apenas nos tempos 12h para CIMx1, CIMx2 e CIMx8; 24 h para CIMx1, CIMx2 e em
48h somente na concentracdo de CIMx1 (figura 8).
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Figura 8. Curva de tempo de morte para M. canis (PH265).

Para a cepa de dermatoéfito (tratamento com PH273), foi observado
comportamento fungicida em todas as concentragcdes no tempo 120h. Essa acao
também ocorreu nos tempos 48h (CIMx1 e CIMx2) e 96 h (CIMx2 e CIMx4), porém
em diferentes concentracdes. Foi caracterizada como acado fungistatica os seguintes
tempos e concentracdes: 12h (CIMx1 e CIMx4), 24h (todas as concentracdes), 48h
(CIMx4) e 96h (CIMx1). Nas demais concentracdes e intervalos de tempo (CIMx2 12h,
CIMx8 12h e 96h), percebe-se crescimento fungico maior em rela¢éo ao indculo inicial,

porém nao atingindo o controle positivo, conforme ilustrado na figura 9.
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Figura 9. Curva de tempo de morte para M. canis (PH273).

544 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As imagens obtidas através da MEV foram realizadas a partir de ensaios
com uma cepa de Microsporum canis MCAO1, conforme descrito anteriormente. Foi
possivel identificar alguns possiveis efeitos das moléculas em relacdo ao controle
positivo. Observa-se nas figuras seguintes (10, 11 e 12) (indicado pelas setas em
branco) intensa rugosidade, parede celular irregular com a presenca de sulcos, bem
como, alteracdo da sua largura e comprimento, (hifas abreviadas) em relacdo a

imagem do controle positivo.
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EHT = 1000 KV = 6! Mag= 1000KX SignalA=SE1 EHT =10.00kV WO = 7.0 mm Mag= 1000KX Signal A=SE1

T [ e

Figura 10. Célula tratada com concentracdo subinibitéria do derivado
PH265 (CIM/3) (imagem a direita): presenca de intensa rugosidade e

sulcos. Controle positivo: imagem a esquerda.

EHT = 10.00 kv WD = 65mm Mag= 500KX  Signal A= SEt b— EHT =10.00 KV WD= 65mm Mag= S500KX  Signel A=SE1
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Figura 11. Célula tratada com concentragdo subinibitéria do derivado
PH265 (CIM/3) (imagem a direita): presenca de hifas abreviadas e

alteradas quanto a largura. Controle positivo: imagem a esquerda.
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Figura Figura 12. Célula tratada com concentracdo subinibitéria do

derivado PH273 (CIM/3) (imagem a direita): presenca de hifas irregulares.



Controle positivo: imagem a esquerda.
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6. DISCUSSAO

Os testes de suscetibilidade com os derivados de 8-hidroxiquinolina foram
realizados em 7 espécies de leveduras, 4 espécies de dermatdfitos e 6 espécies de
Fusarium. Fluconazol, cetoconazol e voriconazol foram os farmacos controles
utilizados para esses ensaios, pois sdo amplamente utilizados pela clinica no
tratamento das infeccdes geradas por esses fungos e, ainda, por pertencerem a
mesma classe de antifungicos do produto da sintese desenvolvida: azéis (Gupta et
al., 2016; Campoy e Adrio, 2017). Em funcéo da classe a qual derivam 0os compostos
sintetizados, clioquinol também foi utilizado como controle. Os resultados revelaram
importante acdo antifingica das moléculas PH264, PH265 e PH273, frente as cepas
dos trés grupos de fungos patogénicos e fitopatogénicos trabalhados (Tabela 1,
Tabela 2 e Tabela 3). Diante dos resultados obtidos destaca-se que a atividade
antifingica exercida pelos compostos PH265 e PH273 ocorreu em todas as espécies
testadas, com excecdo do género Fusarum sp., o qual foi suscetivel ao composto
PH264. Esses dados caracterizam um importante achado nesse estudo, pois atendem
um dos aspectos da problematica dos antifiungicos atuais: mesmo as espécies mais
criticas, de dificil tratamento — seja pela resisténcia desenvolvida aos farmacos, pela
recidiva das infeccoes ou pelo grave acometimento do sistema imunolégico do
paciente - demonstraram suscetibilidade a algum dos novos compostos
desenvolvidos, os quais apresentaram valores de CIM’s iguais ou semelhantes as
exibidas pelos farmacos controles.

Dentre os analogos avaliados o composto PH265 caracterizou-se como um
prototipo para estudos e desenvolvimento posteriores de derivados triazolicos de 8-
hidroxiquinolina. Ambas moléculas, PH265 e PH273, possuem taxas de
suscetibilidade muito proximas ou iguais aos farmacos utilizados comercialmente no
tratamento das patologias fungicas. Danielli et al (2018), apresentaram teste de
suscetibilidade ao ciclopirox com resultados de 2-4 ug/mL para as mesmas espécies
de dermatofitos aqui estudadas. O mesmo foi observado para as leveduras, os dois
compostos demonstraram resultados mais positivos, de forma geral, do que o farmaco
controle, utilizado de forma comercial para as micoses por esse grupo (Sanglard,
2016).

As moléculas PH265 e PH273 ndo apresentaram atividade contra Fusarium
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spp., mas foi observada suscetibilidade deste género ao composto PH264, incluindo
as espécies fitopatogénicas. Apesar dos altos valores de CIM obtidos, pode-se
considerar um resultado significativo, pois 0 composto apresentou valores similares
aos do farmaco utilizado como controle: voriconazol (Tabela 3). A literatura reporta o
guanto oneroso e complexo é o manejo das doencas causadas por Fusarium spp. aos
produtos agricolas (Wegulo et al., 2015) e, extrapolando-se este panorama, na clinica
néo é diferente. E sabido que a fusariose é uma doenca com dificil tratamento, tanto
pelalimitada opcao terapéutica quanto pela resisténcia que este patégeno desenvolve
aos antifungicos disponiveis, além de ser uma infec¢do com alta taxa de mortalidade
(Al-Hatmi et al., 2017; Dabas et al., 2016). Sendo assim, os resultados obtidos quanto
a PH264 demonstram a necessidade e a importancia de seguir estudos com essa
populacéo e talvez outros fungos ndo contemplados neste estudo, ja que voriconazol
€ considerado uma droga de primeira linha para o tratamento de outras infec¢des
causadas por fungos filamentosos (Campoy e Adrio, 2017).

Analisando os resultados obtidos com os produtos sintetizados, podemos
entender que o melhor desempenho quanto a atividade antifingica pode estar
relacionado a natureza dos substituintes do anel triazol. Ha um indicativo de os que
substituintes mais apolares presentes em PH265 e PH273 sdo mais favoraveis a
atividade. Além disso, a presenca de grupos na posicao 4 do anel benzénico (-CF3, -
OCH3) também néo favoreceram a atividade antifungica, apresentando CIM mais
elevadas. O efeito da variacdo da posi¢cdo dos substituintes ndo pode ser avaliado,
pois todos estdo na posicdo 4 do triazol, 4 do benzeno (quando pertinente) e na
posicédo 5 do anel quinolinico. A molécula PH264 apresentou 6timos resultados quanto
a suscetibilidade antifingica, no entanto, trata-se de derivado acetilado de PH265 que
poderia sofrer desacetilacdo e gerar in situ PH265, atuando como um pro-farmaco.
Contudo, é curioso que contra cepas de Fusarium spp. apenas PH264 foi ativa mostrando
gue para esta espécie, possivelmente, a atividade € inerente do composto e, certamente,
uma avaliacdo mais detalhada podera vir a ser realizada para esta cepa. Sendo assim,
deu-se seguimento aos testes com as moléculas PH265 e PH273. Cabe ressaltar
aqui, que assim como estudos posteriores poderao ser realizados quanto ao composto
PH264, avaliacbes quanto a variacdo da posicdo dos substituintes em relacdo a
atividade antifungica também é uma perspectiva deste estudo.

O mecanismo de acdo dos derivados de 8-hidroxiquinolina em células
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fungicas e demais organismos ndo estd bem elucidado. A literatura reporta que
derivados dessa molécula sao capazes de inibir enzimas relacionadas a replicacéo de
DNA em virus e a sintese de RNA em leveduras (Auld et al., 1974; Fraser e Creanor,
1974). E ambos efeitos somente ocorrem devido a propriedade de quelar metais que
a 8-hidroxiquinolina possui (Oliveri e Vecchio, 2016). Baseado na deficiéncia de
informagdes acera do assunto, foram realizados dois ensaios buscando esclarecer o
mecanismo de acdo dos analogos sintetizados: ensaio de protecdo ao sorbitol e teste
de complexacédo ao ergosterol.

A parece celular da célula fungica é essencial para o crescimento e para a
viabilidade do fungo em um meio hipoténico, o que faz dela alvo de farmacos
antifangicos. No entanto, havendo um protetor osmotico no ambiente, essa estrutura
seria dispensavel sobre condi¢cdes especificas, uma vez que a célula ndo estaria
ameacada osmoticamente (Frost et al., 1995). De acordo com o0 exposto e baseado
nos resultados obtidos no ensaio de protecdo ao sorbitol, é provavel que essa
estrutura da célula fungica possa realmente ser o alvo das moléculas sintetizadas, ja
gue apos a adicdo de sorbitol ao meio os valores de CIM aumentaram em comparagao
ao ensaio sem adicdo deste protetor osmético (Tabela 6). Este efeito também foi
observado em ensaio realizado por Pippi et al (2019), onde clioquinol e acidos
sulfénicos derivados de 8-hidroxiquinolinas foram avaliados, também apresentando
CIM mais elevadas em meio com adicéo de sorbitol. As células de M. canis MCAO1,
exibiram deformidade na parede celular, e este efeito corrobora com as alteracbes
observadas nas imagens da MEV. Para a realizacdo desta microscopia, foram
utilizadas concentracdes subinibitoria da CIM. Essas sub concentracdes de PH265 e
PH273 ndo sdo ativas para impedir o crescimento fungico, mas ainda possuem
atividade capaz de alterar a morfologia do microrganismo (Escalante et al., 2008). As
imagens apresentam intensa rugosidade, sulcos, alteracdo na largura das hifas, bem
como, hifas abreviadas em relacdo ao controle positivo (figura 5, figura 6 e figura 7).

Ainda sobre o possivel modo de ac¢édo dos analogos o teste de complexacéo
ao ergosterol foi executado. E sabido que agentes que atuam causando danos na
membrana da célula fungica, fazem deste esterol seu alvo principal. Tal alvo € um
componente estrutural da membrana e os farmacos atuantes aqui formam poros
levando a alteracBes na sua permeabilidade, o que culmina na perda de contetdos

intracelulares e consequente ruptura desta membrana. Caso fosse este 0 mecanismo
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de atuacdo dos andlogos, o ergosterol exdgeno impossibilitaria a ligacdo com o
ergosterol da célula fungica, o que elevaria a CIM dos compostos (Escalante et al.,
2008). O controle utilizado para este ensaio foi a anfotericina B, pois este agente &
reconhecido pelo seu potencial de romper a membrana da célula fungica através da
sua complexacao com o ergosterol, permitindo a permeabilidade de ions essenciais
para a sobrevivéncia do fungo (Scorzoni et al., 2017). No entanto, observou-se que as
CIM dos derivados sintetizados ndo aumentaram conforme o esperado, nao
caracterizando esta via como mecanismo de acao das moléculas em teste.

Além das andlises acerca da via a qual as moléculas atuam, os possiveis
efeitos fungicidas e fungistaticos dos analogos também foram explorados. De uma
forma geral, ambas moléculas apresentaram acao fungicida em algum tempo da curva
de morte avaliada. No entanto, houve um comportamento distinto para os grupos
testados: pode-se observar que o efeito fungicida na levedura ocorreu nas horas
iniciais do ensaio e para o dermatofito esse resultado foi oposto, diminuindo o nimero
de UFC de acordo com os tempos finais da curva. Para C. guilliermondii, em 6 horas
houve efeito fungicida em todas as concentracoes testadas para PH265. Para PH273,
este efeito ndo foi observado nas concentracdes CIMx2 e CIMx8, caracterizando um
efeito fungistatico neste mesmo tempo. Os demais tempos e concentracdes
apresentaram carater fungistatico para ambos compostos. De acordo com a literatura,
€ considerada atividade fungistatica quando ha inibicdo de crescimento (morte)
superior ou igual a 99,9% comparado ao indculo inicial, e este efeito pode ser
observado através do logio do numero de UFC/mL (Pfaller et al., 2004). Dessa forma,
cabe reportar que a taxa de crescimento maxima obtida foi de 30% (CIMx8, 48h) e
24% (CIMx1, 24h) no tratamento com PH265 e PH273, respectivamente, para a
espécie de Candida testada. Apesar de determinados intervalos de tempo e
concentragfes caracterizados como fungistaticos, obteve-se taxas de crescimento
muito baixas: 0,34% (CIMx8, 12h) e 1,27% (CIMx4) no tratamento com PH265; e
1,35% (CIMx2, 6h) e 2,72% (CIMx1, 12h) para PH273. Dados reportados por Pippi et
al (2017) ao realizar ensaio de curva de morte com derivados de 8-hidroxiquinolina,
apresentou uma taxa de 50% de crescimento em levedura do mesmo género na
concentracdo de CIMx8 com tratamento com clioquinol, evidenciando que o derivado
aqui colocado em prova desempenhou melhor efeito.

Referente ao mesmo ensaio, para a cepa de dermatdfito, foram observados
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0S seguintes numeros quanto ao crescimento fungico minimo obtido para PH265 e
PH273, respectivamente: 2,85% (CIMx1, 24h e 48h) e 13,30% (CIMx1, 96h). A taxa
de crescimento maxima obtido para esses tratamentos para o dermatofito foi maior ou
igual do que para a levedura (82,50% - PH265; 30% - PH273). No entanto, neste
ensaio obtiveram-se mais tempos e concentragbes fungicidas: todas as
concentragOes testadas apresentaram esta acdo em 120h para ambos compostos. No
tratamento com PH265 esse resultado também foi observado nos intervalos de 48h e
96h (todas as concentragdes); e para PH273 em 48h (CIMx2) e 96h (CIMx2 e CIMx4).
O ensaio foi avaliado até 120h, pois este é o tempo de incubac¢éo considerado nos
testes de suscetibilidade.

Contudo, pode-se afirmar que os resultados obtidos neste trabalho, desde
a caracterizagdo de uma rota sintética para os novos analogos de 8-hidroxiquinolina
até os ensaios microbiolégicos com diferentes géneros fungicos, foram estimulantes
e promissores. A maioria dos microrganismos relatados aqui apresentam algum tipo
de resisténcia aos antifungicos existentes no mercado ou séo de dificil tratamento
(adeséo do paciente e recidivas) e 0os compostos prospectados mais promissores
demonstraram ser ativos perante praticamente todas as cepas avaliadas. Certamente
ficam abertas perspectivas de sucesso ao dar continuidade ao trabalho ja

desenvolvido.
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7. CONCLUSAO

Dos objetivos propostos para esse estudo todos foram atingidos:

e Uma rota de sintese de novos analogos foi estabelecida dando origem a
10 produtos inéditos quanto ao teste de suscetibilidade antifingica. Trés dos
derivados prospectados apresentaram melhor desempenho quanto a atividade
antifingica: PH264, PH265 e PH273. Com base nos o6timos resultados obtidos
percebe-se o quanto promissor foi este estudo, uma vez que as moléculas sintetizadas
foram ativas para fungos patogénicos e fitopatogénicos, 0s quais expressam
resisténcia frente aos farmacos utilizados atualmente.

e O perfil de suscetibilidade nos permitiu identificar duas moléculas como
as mais promissoras neste quesito: PH265 e PH273.

e A avaliagao de citotoxicidade dos compostos verificou PH265 como uma
molécula que permite praticamente 100% de viabilidade celular em todas as
concentragOes testadas, o que faz dessa molécula um importante prototipo para
futuros estudos mais aprofundados. A molécula PH273 também apresentou bons
resultados quanto as concentracdes mais baixas. E mesmo em sua concentracao
mais alta demonstrou melhor viabilidade celular comparada ao controle positivo.

e Foi possivel identificar que o provavel mecanismo de acdo dessas
moléculas atue a nivel de parede celular, uma vez que os resultados foram positivos
guanto ao teste de sorbitol e negativos no que diz respeito a complexacdo ao
ergosterol.

e O ensaio de curva de morte nos possibilitou interpretar o efeito dos
compostos como fungistatico na maioria do tempos e concentra¢des analisados para
ambas as cepas. No entanto, percebemos sua acgao fungicida no tempo 6h para C.
guilliermondii em todas as concentracbes com tratamento de PH265; para PH273
esse efeito foi percebido apenas nas concentracdes CIMx1 e CIMx4 neste mesmo
tempo. Nas demais concentracdes e intervalos de tempo, para os dois compostos
obteve-se atividade fungistatica.

e Para M. canis, ambas moléculas foram fungicidas no tempo 120h, sendo
também em 96h para a molécula PH273 em todas as concentra¢fes utilizadas no

ensaio e em 48h na CIMx1 e CIMx2. As demais concentragdes utilizadas e intervalos
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de tempo em ambos tratamentos foram caracterizados como agéo fungistéatica.

e Quanto as perspectivas deste trabalho, cabe destacar a necessidade de
otimizar a estrutura de algumas moléculas, como PH265, que apresentou 6timos
resultados em relagédo a todos 0s testes propostos, mas que apresenta dificuldades
gquanto a sua solubilidade. A molécula PH264 também necessita de estudos
posteriores, uma vez que apresentou interessante atividade contra cepas de Fusarium
spp., mas que neste trabalho ndo pode ser contemplada por motivos expostos

anteriormente.
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5-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-8-quinolinol
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9.1.8 5-(4-(4(trifluormetil)fenil)1H-1,2,3-triazol-1-il-8-quinolinol
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5-(4-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-8-quinolinol
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9.1.10 5-(4-(ciclohex-1en-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-8-quinolinol
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