1 [~2
e
[ [~

®!

WWRTUS IMPAVIE
T T ¥

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO TERAPEUTICA

WENDELL WONS NEVES

DERIVADOS TIOFENICOS COMO AGENTES ANTIFUNGICOS

Recife
2019



WENDELL WONS NEVES

DERIVADOS TIOFENICOS COMO AGENTES ANTIFUNGICOS

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Inovagcao Terapéutica da
Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial para a obtencéo do
titulo de Doutor em Inovacao Terapéutica.

Area de concentracdo: Farmacos,

Medicamentos e Insumos Essenciais para
a Saude.

Orientador: Prof. Dr. Francisco Jaime B. Mendonga Junior.

Recife
2019



Catalogacdo na Fonte:
Bibliotecario Bruno Marcio Gouveia, CRB-4/1788

Neves, Wendell Wons
Derivados tiofénicos como agentes antifingicos / Wendell Wons Neves. - 2019.

150 f. 1 il.

Orientador: Prof. Dr. Francisco Jaime B. Mendonga Junior.
Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro de

Biociéncias. Programa de Pds-graduacdo em Inovagdo Terapéutica,
Recife, 2019.

Inclui referéncias, apéndices e anexos.

1. Micologia médica. 2. Fungos patogénicos. 3. Drogas — Toxicologia. .

Mendonga Junior, Francisco Jaime B. (orientador). Il. Titulo.

6116.969 CDD (22.ed.) UFPE/CB-2020 -164




WENDELL WONS NEVES

DERIVADOS TIOFENICOS COMO AGENTES ANTIFUNGICOS

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Inovacdo Terapéutica da
Universidade Federal de Pernambuco,
como parte dos requisitos parciais para a
obtencao do titulo de Doutor em Inovacéao
Terapéutica.

Aprovado em: 14/10/2019.

BANCA EXAMINADORA

Prof°. Dr. Francisco Jaime B. Mendonca Junior (Orientador/Examinador Interno)

Universidade Federal de Pernambuco

Prof°. Dr. Reginaldo Goncalves de Lima Neto (Examinador externo)

Universidade Federal de Pernambuco

Profa. Dr2. Daniele Patricia Cerqueira Macédo (Examinadora Externa)

Universidade Federal de Pernambuco

Prof°. Dr. Armando Marsden Lacerda Filho (Examinador Externo)

Universidade Federal de Pernambuco

Prof°. Dr. Rodrigo Santos Aquino de Araujo (Examinador Externo)

Universidade Estadual da Paraiba



Primeiramente a Deus, que sem ele nao
seria nada. A meus familiares Luiz Firmino
Neves, Beatriz Cleni Wons Neves, Maxwell
Wons Neves, Enya Wons Neves e esposa
Nuara Furtado e familia, que sempre me
apoiaram e me incentivaram a lutar pelos

meus objetivos.



AGRADECIMENTOS

A Deus.

Aos meus familiares, Beatriz Cleni Wons e Luiz Firmino Neves, Enya C. Wons Neves,
Maxwell Wons Neves e Vagner Borges pelo amor, carinho, paciéncia, e por estarem
sempre ao meu lado nas escolhas mais importantes e dificeis da minha vida. Por todos
0s momentos dificeis que passei, ao querer desistir, sempre lembrei da forca de todos

vocés, a qual me espelhei e me encorajei. Minha eterna admiracéo e gratidao.

A minha querida esposa Nuara pela paciéncia e companheirismo nos desafios
enfrentados, sempre me dando forca e confiangca em meu trabalho, acreditando

sempre em meus ideais. Meu muito obrigado!

Em especial, ao meu orientador Prof. Dr. Francisco Jaime Bezerra Mendonca Junior,
pela amizade, paciéncia, disponibilidade e confianga em meu trabalho. Minha eterna
admiracao e gratidao por tudo.

Ao meu amigo e mentor Prof. Dr. Reginaldo Goncalves de Lima-Neto pelos
ensinamentos que me fornece desde a época da graduacao, dando-me coragem e
incentivo nessa longa jornada. Agradeco imensamente por tudo aprendido durante
essa caminhada, que ainda ira render bons frutos. Perddo por alguma falha, mas
aprendemos mais com o0s erros do que com o0s acertos. Minha eterna admiracéo e

gratidao!

Ao Programa de Pos-graduagdo em Inovacdo Terapéutica pela confianca no projeto
proposto por mim, pelo auxilio financeiro e cientifico durante esses quatro anos de

Doutorado.

Ao técnico administrativo do Programa de Pés-graduacdo em Inovacdo Terapéutica,
Paulo Germano brito, por seu excelente trabalho na conducéo desta Pos-Graduacao.

Minha enorme admiracao a vocé!

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES)



Ao Laboratorio de Micologia Médica por me receber de bracos abertos desde o

periodo da graduacéo.

A todos professores, técnicos e alunos que fazem parte do Laboratério de Micologia
Médica da UFPE, por terem me recebido e ensinado muitas coisas durante o periodo

vivido com todos vocés. Meu muito obrigado!

Aos professores Dr. Armando Marsden Lacerda Filho, Dra. Rejane Pereira Neves e
Dra. Oliane Magalhdes pela paciéncia e dedicacdo em repassar seus valiosos

ensinamentos. Minha enorme admiracéo e gratiddo a vocés!

A todos do Laboratério de Sintese e Vetorizacdo de Moléculas da Universidade
Estadual da Paraiba (LSVM-UEPB), em especial a Isadora Luna, pela parceria,

disponibilidade e contribuicdo durante os quatro anos.

Ao Laboratério de Imunomodulacédo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT), em
especial a Dra. Amanda Albuquerque, Dra. Maira Pitta e Dr. Moacyr Barreto, pela

parceria, disponibilidade e contribui¢do para os resultados desta Tese.

A todos os grandes amigos que cativei em Recife-PE durante esses anos.



Seja a mudanca que vocé quer ver no mundo.

Mahatma Gandhi



RESUMO

A frequéncia de infecgcbes por fungos patogénicos tem aumentado
substancialmente nas uUltimas décadas, acarretando altos niveis de morbimortalidade.
O numero restrito de antifungicos disponiveis na terapéutica, associado a seus efeitos
adversos, o desenvolvimento dos mecanismos de resisténcia por parte dos
microrganismos e a situacao clinica dos pacientes tem colaborado com falhas nos
tratamentos, e tem contribuindo ainda mais para a problemética dessas infeccdes.
Diante desse cenario, o presente trabalho objetivou a avaliacdo do potencial
antifangico de derivados tiofénicos livres obtidos a partir do 1,4-ditiano-2,5-diol (DTD),
e 0 composto 6CN10 nanoformulado (nanoesferas e nanocépsulas) e complexado
com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) frente a fungos dermatofitos, e
leveduras do género Candida e Cryptococcus. As concentracdes inibitérias minimas
(CIM) foram determinadas pelo método de microdiluicdo em caldo, de acordo com o0s
protocolos M27-A3 e M38-A2 do Clinical and Laboratory Standard Institute. No estudo
realizado com os derivados tiofénicos livres obtidos a partir do DTD foram
determinadas as CIM del9 moléculas frente a 15 isolados. As moléculas com
menores valores de CIM frente aos dermatofitos seguiram para avaliagdo citotoxica
por atividade hemolitica e MTT. O composto 6CN10 e suas nhanoformulacdes foram
avaliados frente a cepas de Candida e Cryptococcus e tiveram sua atividade
antibiofilme verificada frente ao C. neoformans. Os derivados tiofénicos mais ativos,
obtidos a partir do DTD, frente as leveduras e dermatéfitos foram: CNO7 (CIM = 8
pg/mL, frente a C. neoformans), CN23 (CIM = 16 ug/mL), CN02, CN10 e CN11 (CIM
= 32 pyg/mL), e CNO8, CN20 e CN21 (CIM = 32 ug/mL) frente as leveduras. E CN19
(CIM = 16 ug/mL), CNO5, CN06 e CN21 (CIM = 32 pug/mL), e CNO7, CN10, CN13 e
CN17 (CIM = 64 pg/mL),frente aos dermatofitos. No que se refere a atividade
hemolitica, as moléculas CN13 e CN17 apresentaram as menores taxas de hemdlise
(2,5 %). A analise da toxicidade frente as células Vero, MRC-05 e 3T3 néo revelou
diferencas na viabilidade celular em nenhuma das concentracdes avaliadas apds 72h
de incubagéo. Para o composto 6CN10 e suas nanoformulagdes, todos os isolados
de Candida sp. demonstraram sensibilidade ao farmaco livre (CIM = 41,66 - 333,33
Mg/mL) e conseguiram se desenvolver mesmo na maior concentracao testada para
todas as nanoformulacdes. Ja as cepas de C. neoformans avaliadas apresentaram

valores de CIM de 0,32-83,33 pg/mL para nanoformulagdes contendo 6CN10 e



valores de CIM de 0,1 - 0,2 pg/mL para as nanoformula¢des contendo 6CN10:HP-B-
CD, sendo até 3.333 vezes mais ativos do que os valores observados com o 6CN10
livre (valores de CIM de 166,66 - 333,33 pg/mL), apresentando atividade superior ao
medicamento de referéncia anfotericina B (CIM = 0,5 - 0,125 ug/mL). Além disso, a
nanoesfera contendo 6CN10:HP-B-CD apresentou alto potencial antibiofilme. Diante
desses resultados, concluimos que os derivados 2-amino tiofénicos e suas
nanoformulagcdes demonstram-se como compostos promissores na terapia

antifingica. Estudos in vivo sdo essenciais visando uma futura aplicacdo médica.

Palavras-chave: Susceptibilidade Antifungica. Fungos Patogénicos. 2-aminotiofenos.

Biofilme. Citotoxicidade.



ABSTRACT

The frequency of pathogenic fungal infections has increased substantially in
recente decades, leading to high levels of morbidity and mortality. The limited number
of antifungals available in therapy, associated with their considerable toxicities, the
development of resistance mechanisms by microorganisms and the clinical situation
of patients have contributed to some of these treatment failures, and have further
contributed to the problem of these infections. Given this scenario, the present work
aimed to evaluate the antifungal potential of free thiophenic derivatives obtained from
1,4-dithiane-2,5-diol (DTD), and the nanoformulated 6CN10 compound (hanospheres
and nanocapsules) and complexed with 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HP-B-CD)
against dermatophyte fungi, and yeasts of the genus Candida and Cryptococcus.
Minimum inhibitory concentrations (MIC) were determined by the broth microdilution
method according to protocols M27-A3 and M38-A2 of the Clinical and
LaboratoryStandard Institute. In the study with free thiophenic derivatives obtained
from DTD, MICs of 19 molecules against 15 isolates were determined. The molecules
with lower MIC values compared to dermatophytes followed for cytotoxic evaluation by
hemolytic activity and MTT. Compound 6CN10 and its nanoformulations were
evaluated against Candida and Cryptococcus strains and their antibiofilm activity was
verified against C. neoformans. The most active thiophenic derivatives obtained from
DTD against yeast and dermatophytes were: CNO7 (MIC = 8 ug / mL against C.
neoformans), CN23 (MIC = 16 uyg / mL), CN02, CN10 and CN11 (MIC = 32 ug / mL),
and CNO08, CN20 and CN21 (MIC = 32 ug / mL) against yeast. And CN19 (MIC = 16
Mg / mL), CNO5, CNO6 and CN21 (MIC = 32 ug / mL), and CNO7, CN10, CN13 and
CN17 (MIC = 64 pg / mL) against dermatophytes. Regarding hemolytic activity,
molecules CN13 and CN17 had the lowest hemolysis rates (2.5%). Vero, MRC-05 and
3T3 toxicity analysis revealed no differences in cell viability at any of the concentrations
evaluated after 72h of incubation. For the 6CN10 compound and its nanoformulations,
all Candida isolates showed free drug sensitivity (MIC = 41.66 - 333.33 pg / mL) and
were able to develop even at the highest concentration tested for all nanoformulations.
The evaluated C. neoformans strains presented MIC values of 0.32-83.33 ug / mL for
nanoformulations containing 6CN10 and MIC values of 0.1 - 0.2 pug / mL for
nanoformulations containing 6CN10: HP- 3-CD, being up to 3,333 times more active
than the values observed with free 6CN10 (MIC values of 166.66 - 333.33 ug / mL),



showing higher activity than the reference drug amphotericin B (MIC = 0.5 - 0.125 ug
/ mL). In addition, the 6CN10: HP-B-CD nanosphere had high anti-biofilm potential.
Given these results, we conclude that 2-amino thiophenic derivatives and their
nanoformulations are shown to be promising compounds in antifungal therapy. In vivo

studies are essential for future medical application.

Keywords: Antifungal Susceptibility. Pathogenic fungi. 2-aminothiophenes. Biofilm.
Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Diversos fungos sdo comumente presentes na superficie da pele, mucosas,
trato gastrintestinal e geniturinario de individuos saudaveis. No entanto, sob
determinadas condicdes, esses microrganismos sdo capazes de causar diversos
quadros clinicos onde se incluem infeccfes sistémicas, subcutaneas e superficiais,
sendo esta Ultima, responsavel por mais de 95 % de todos 0s processos infecciosos
de etiologia fungica. O desequilibrio entre os fungos da microbiota pode conduzir a
quadros clinicos superficiais com eritema, descamacao, prurido e até processo
inflamatorio. Desta forma, torna-se indispensavel o diagnéstico associado a uma
terapéutica eficaz (NUCCI et al., 2013).

As leveduras causam processos patoldgicos locais apés fatores como alteracao
do potencial hidrogeniénico (pH), diabetes, virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
cancer etc. As leveduroses, se ndo tratada adequadamente, evoluem para danos em
orgados sistémicos como pulmdes, rins e cérebro, causando alguns casos de
abcessos, endocardite, meningite e processos pulmonares em pacientes criticos. As
leveduroses vém se tornando cada vez mais frequentes na rotina médica,
especialmente pelo uso de cateteres e sondas contaminadas com leveduras como
Candida albicans e outras espécies desse género, podem principalmente em
pacientes imunocomprometidos, desenvolver complicagdes, dificultar o tratamento ou
até conduzir o 6bito (BERGER, 2013).

As espécies de leveduras do género Cryptococcus, causadores da
criptococose, também podem ser potencialmente fatais, pois sdo leveduras invasivas
gue acometem diversos 0rgaos e sistemas, principalmente o sistema nervoso central
(SNC) ocasionando quadros polimérficos e inespecificos (ASHTON et al., 2019).

Os dermatdfitos constituem um grupo de fungos que possuem afinidade por
tecidos ricos em queratina como unhas, pélo e pele, sendo denominadas
dermatofitoses. Na pratica dermatologica as dermatofitoses refletem a maioria dos
casos de etiologia fungica, principalmente no verdo, cujos agentes etioldgicos
pertencentes aos géneros Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton, apresentam
maior contato com a populagcdo. A maioria desses agentes sao encontrados em
regioes de clima tropical, caracterizando um problema de saude publica (CHIMELLI et
al., 2003).
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Diversos microrganismos como os fungos, que causam processos patologicos
no homem, vém substancialmente apresentando altas taxas de morbimortalidade,
devido ao surgimento de cepas multirresistentes (PERFECT et al., 2008).

Embora medicamentos utilizados na terapia antifingica como anfotericina B,
fluocitosina, equinocandinas e 0s azbis tais como cetoconazol, itraconazol ou
fluconazol, tenham sido considerados eficazes para o tratamento de micoses, a
maioria desses medicamentos apresenta falhas terapéuticas devido a elevada
toxicidade a nivel hepatico e renal, apresentam reincidéncias devido ao fato de serem
fungistaticos e nado fungicidas, ou levam ao desenvolvimento de resisténcias devido
ao uso profilatico indiscriminado, ou aos longos periodos de administracdo de doses
efetivas desses medicamentos, além de apresentarem um limitado espectro de
atividade, baixa distribuicdo tecidual, custo elevado e terapéutica em longo prazo
(CAPPELLETTY et al., 2007; QUINDOS et al., 2007).

A guimica organica vem desempenhando um papel fundamental na producédo
de compostos sintéticos, que, em relacdo aos produtos naturais, ganham destaque
por sua diversidade e competitividade, mostrando resultados satisfatérios nos
diversos segmentos, principalmente na industria farmacéutica, na producdo de
diversos farmacos. Uma das técnicas mais comumente utilizadas pela quimica
organica medicinal, é a modificacdo molecular de compostos protétipos. Nessa
abordagem séo realizadas pequenas alteracfes estruturais em um composto protétipo
conhecido, com reconhecida atividade biol6gica, permitindo a obtencdo de novos
compostos analogos ou homélogos que a priori mantem em parte o potencial biol6gico
de sua molécula idealizadora, porém apresenta diferente perfil farmacocinético e de
solubilidade (FERREIRA et al., 1997; MONTANARI, 1995).

Os derivados tiofénicos, em especial os 2-amino-tiofénicos tém se mostrado
importantes intermediarios sintéticos para quimica medicinal, permitindo a obtencéo
de um grande numero de compostos bioativos com diversas aplicagbes na area
médica e biolégica, onde se incluem atividades como: antitumorais, ansioliticas,
antinflamatorias, antiparasitarias, antidiabéticas, antioxidantes, antiplaquetaria,
antibacterianas e especialmente antifiungicas (AGUIAR et al., 2016).

Estudos anteriores de nosso grupo demonstraram que uma série de derivados
cicloalquilicos tiofénicos apresentaram atividade fungicida contra isolados clinicos de
Candida spp. E Cryptococcus spp., e em um desses trabalhos Mendonc¢a Junior e

colaboradores (2011) observaram que 0s compostos com atividade mais promissora
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foram os derivados que possuiam em sua estrutura uma por¢ao nitro-aromatica, a

exemplo do composto 6CN10 (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura quimica do derivado tiofénico 6CN10.

N
i
S

Fonte: Chemspider®.

Um ano mais tarde, estudos de planejamento de farmacos auxiliado por
computador (CADD), também realizados pelo mesmo grupo com derivados 2-amino-
tiofénicos permitiram a obtencéo de informacdes estruturais e eletrénicas essenciais
a atividade antifungica desses derivados, onde se pode observar que a presenca de
grupos polares, ou seja, que aumentam a solubilidade em agua (a exemplo do grupo
NO2) sédo fatores determinantes para a potencializacdo da atividade antifungica
(SOUZA et al., 2012). Em anos subsequentes, esses derivados 2-aminotiofénicos
mais promissores foram incorporados em preparacdes farmacéuticas, que se fazem
saber, microemulsdes (GUIMARAES et al., 2014) e complexos com hidroxipropil-B-
ciclodextrinas (HP-B-CD) (ELEAMEN et al.,, 2017) e tiveram suas atividades
antifingicas significativamente melhoradas, resultando em preparacdes com valores
de concentracéo inibitéria minima (CIM) equivalentes as drogas comerciais. Devido
ao constante aumento da importancia clinica de infec¢Bes flungicas, ao numero
reduzido de antifingicos disponiveis, existe uma necessidade evidente de
desenvolvimento de novos agentes antifungicos eficazes e menos toxicos, que
possam constituir alternativas terapéuticas para o controle destas infeccoes.

Diante do exposto e de acordo com os resultados prévios ja obtidos pelo nosso
grupo sob forma de artigos e patentes (LIMA-NETO et al. (2012); MENDONCA
JUNIOR et al. (2011); SCOTTI et al. (2012); GUIMARAES et al. (2014) e ELEAMEN
et al. (2017) e patente BR1020140290273), que comprovam o grande potencial
antifingico de derivados tiofénicos. O presente estudo prop6s a avaliagdo do potencial
antifingico in vitro de novos derivados 2-amino-tiofénicos obtidos a partir do 1,4-

ditiano-2,5-diol e de nanoformulacdes contendo o composto 6CN10 e o complexo



21

6CN10:HP-B-CD pela determinacdo das concentracdes inibitérias minimas (MICs)
contra espécies de leveduras patogénicas (Candida e Cryptococcus) e espécies de
dermatdfitos (Trichophyton e Epidermophyton), além da capacidade de inibir o
crescimento de biofilme de Cryptococcus neoformans.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar in vitro a eficacia dos derivados 2-amino-tiofenos frente a fungos

patogénicos, associado a testes de citotoxicidade e inibicdo na formacao de biofilme.

1.1.2 Objetivos Especificos

Determinar a CIM dos derivados 2-aminotiofénicos obtidos a partir do 1,4-ditiano-2,5-
diol;

Determinar a citotoxicidade e atividade hemolitica dos compostos mais ativos nos
resultados da CIM para os derivados supracitados;

Determinar a CIM de nanoformulacées contendo 6CN10 e complexo 6CN10:HP-B-
CD;

Avaliar a atividade antibiofilme do 6CN10 e complexo 6CN10:HP-B-CD.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS FUNGOS

De existéncia ubiqua, os fungos também séo considerados cosmopolitas, pois
sua presenca é encontrada no solo, na agua e no ar em todas as partes do planeta.
No entanto, para obteng&o de energia e carbono, esses microrganismos necessitam
de matéria organica, por isso, estdo sempre associados ao material organico como
saprébios ou decompositores, simbiontes, comensais e parasitas e o0s efeitos
decorrentes de quaisquer uma destas manifestacdes sdo considerados muitas vezes
como Uteis ou prejudiciais (BARON et al., 1994; BLEVINS, 1999; KONEMAN et al.,
2001).

Fungos sdo organismos eucarioticos altamente eficientes na degradacdo de
uma gama de substratos que podem se apresentar sob forma unicelular, como as
leveduras, ou pluricelular, como os fungos filamentosos. S&o organismos
heterotréficos, ou quimiorganotréficos, incapazes de assimilar o carbono inorganico,
exigindo carbono organico. Sdo aerdbios obrigatérios, no entanto, certas leveduras
fermentadoras sdo anaerébias facultativas podendo se desenvolver em ambientes
com restricdo ou auséncia de oxigénio. A parede celular, superficie de contato da
célula fungica com o meio externo, € rigida, e seus componentes principais sao
hexoses e hexoaminas que formam mananas, glucanas e galactanas. Alguns fungos
tém parede de quitina (N-acetil glicosamina), enquanto outros possuem complexos
polissacaridios e proteinas com predominancia de cisteina (LACAZ et al.,, 2002,
SIDRIM; ROCHA, 2004).

Em geral, os nutrientes que sao absorvidos compdem a solucéo que rodeia a
célula, e deve possuir um tamanho adequado para que possa atravessar a parede
celular (PC) e membrana celular (MC) da célula fangica. Em relacédo a PC, esta é
porosa, o que favorece que pequenas moléculas sejam absorvidas. Ja a MC, possui
uma permeabilidade seletiva, por isso, sdo mantidas uma concentracdo diferencial de
solutos dentro e fora da célula (mais alta no meio intracelular) (BURNET, 1976;
GARRILL, 1995).

Os fungos, em especial os filamentosos, compreendem uma grande
diversidade de géneros que colonizam diferentes ambientes e substratos, onde

desenvolvem estruturas reprodutivas, como esporangiosporos, esporos e conidios, 0s
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quais sdo veiculados por correntes de ar, que possui um alto potencial de
contaminacdo dispersdo pelo ar (RICHARDSON; WARNOCK, 1993; SIDRIM;
MOREIRA, 1999).

Em uma andlise macroscépica, os fungos séo divididos em filamentosos
(bolores ou fungos multicelulares) e leveduriformes (leveduras, levedos ou fungos
unicelulares). Na analise macroscopica, as caracteristicas das colénias como a
pigmentacdo, bordas (regulares ou irregulares), aspecto, consisténcia (algodonosa,
aveludada, pulverulenta, glabra, cérea etc.), topografia e velocidade de crescimento
sao informacfes importantes para sua identificacdo e classificacdo (LACAZ et al.,
2002; JAWETZ; MELNICK; ADELBERG, 1998).

Os fungos podem ser hialinos ou deméceos sendo, os ultimos, aqueles que
apresentam grande concentragdo de melanina na sua parede celular produzindo um
pigmento acastanhado que Ihes confere resisténcia aos raios ultravioletas e enzimas
produzidas por outros organismos. Por diferentes processos os fungos, através de seu
metabolismo secundario, podem elaborar metabdlitos como antibiéticos, dos quais a
penicilina é o mais conhecido, e micotoxinas como aflatoxinas e gliotoxina, que lhes
conferem vantagens seletivas e viruléncia (LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA,
2004).

Fungos sao ubiquos, possuem ampla distribuicdo na natureza, podendo ser
encontrados em varios habitats, como: ar, agua, terra, animais e alimentos. Suas
espécies sofrem em sua incidéncia variacdes conforme a localidade, estacdo do ano,
grau higroscépico do ar, entre outras. O vento age como importante veiculo de
disperséo de seus propagulos e fragmentos de hifa. Os seres humanos sdo expostos
continuamente a varios géneros de fungos, o que permite a possibilidade de
colonizagéo. Dependendo da interagdo entre os mecanismos de defesa do hospedeiro
e fatores de viruléncia de fungos, a colonizacdo pode ser transitoria ou persistente
com risco para o desenvolvimento de doenca (LACAZ et al., 1991; SIDRIM;
MOREIRA, 1999; MENEZES et al., 2006; FLORES; ONOFRE, 2010; BOECHAT;
RIOS, 2011).

2.2 FUNGOS PATOGENICOS

Reino Fungi, € um dos trés maiores ramos evolutivos dos organismos.

Diferentes dos demais Reinos, que ou integram seres pluricelulares ou unicelulares,
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o Reino Fungi integra organismos unicelulares (leveduras) e pluricelulares (os fungos).
N&o possuem clorofila, por isso ndo fazem fotossintese, dependendo de fontes
externa de carbono organico para obter energia. S&o organismos eucariotos e
possuem parede celular composta por polimeros de glucose e manose, lipidios,
polifosfatos, ions orgéanicos e proteinas (GOMPERTZ et al., 2015).

De acordo com Kirk et al. (2008), estima-se que o reino Fungi compreenda por
volta de 1,5 milhdo de espécies, mas, em relacdo ao total proposto, poucos foram
catalogados, sendo que destes, alguns milhares estdo associados com humanos,
vivendo muitas vezes de forma comensal e saprébia. Alguns fungos com capacidade
de causar patogenicidade (micoses) ao homem como, diversas espécies de Candida,
Cryptococcus e dermatdéfitos do género Epidermophyton, Microsporum e
Trichophyton, s&o agentes comumente causadores de micoses em hospedeiro
imunocompetente ou imunocomprometido. Os agentes patogénicos podem ser de
acometimento cutaneo, subcutaneo ou sistémico, sendo este Ultimo o mais grave.

As infecgBes fungicas ou micoses tém ampla distribuicdo geografica, ou seja,
sua distribuicdo estende-se por paises desenvolvidos, na¢cdes em desenvolvimento e
paises subdesenvolvidos. Estima-se que mais de 40 milhdes de pessoas apresentem
quadros de infeccbes por fungos (GUNGOR; ERDAL & AKSU, 2013). No Brasil, um
estudo de 5 anos examinou dermatofitoses em 137 criancas com menos de 12 anos
de idade, que apresentavam sintomas caracteristicos de tinea. Criancas do sexo
masculino com idade entre 2-12 anos foram afetadas mais frequentemente. A tinea
capitis (78 casos, 56,9 %), causada principalmente pelo fungo Microsporum canis (46
casos), foi a forma clinica mais comum, seguida de tinea corporis (43 casos, 31,3 %)
causada principalmente por T. rubrum (17 casos) e tinea cruris (10 casos, 7,2 %)
causada por T. rubrum (5 casos) (HAVLICKOVA; FRIEDRICH, 2008).

2.3 FUNGOS DERMATOFITOS

Os dermatofitos sédo um grupo de fungos filamentosos que, através de longos
processos evolutivos, se adaptaram para invadir, colonizar e nutrir-se nos tecidos ricos
em queratina, isto é, pele, pélos e unhas do homem e de uma grande variedade de
animais. Esta caracteristica os leva a designacdo de fungos queratinoliticos.
Geralmente os dermatofitos restringem-se na camada epidérmica do hospedeiro onde

h& prevaléncia de queratina, onde, tal proteina, € utilizada como fonte de nutricdo
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pelos fungos dermatofitos. Os fungos que possuem capacidade de invadir e utilizar-
se de tecidos queratinizados sdo do género Microsporum, Trichophyton e
Epidermophyton (SOBERA; ELEWSKI, 2008). A Figura 2 demonstra as camadas da
pele, sendo elas epiderme, derme e hipoderme, sendo esta Ultima a camada mais

profunda.

Figura 2 - Representacao da pele humana.
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Fonte: maisquepele.wordpress.com.

A queratina é uma proteina produzida por humanos e animais, constituindo o
revestimento de pele, pelos e unhas. Possui aspecto fibroso, de alto peso molecular,
contendo grande quantidade de residuos de cisteina, um aminoacido sulfurado,
formando pontes dissulfeto (S-S) e ligacbes acetamidicas que conferem
caracteristicas especiais como alta estabilidade a sua estrutura tridimensional,
elasticidade, impermeabilidade e resisténcia, evitando assim a perda de nutrientes e
agua (PERES et al., 2010).

A camada mais superficial, a epiderme, é a camada que possui como principal
funcao proteger a pele contra acéo de fatores do ambiente externo seja eles produtos
quimicos, radiagdes ou microrganismos. Apresenta o extrato cOrneo em sua superficie
epitelial externa, sendo este uma camada de células mortas e queratinosas,
funcionando como uma barreira fisica e eficaz contra micro-organismos capazes de

causa patogenicidade, além de agir no controle da permeacao de componentes pela
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pele, sendo também considerada a principal barreira a permeacao dos farmacos
através dessa via (CHORILLI et al., 2007; GILL et al., 2009).

Varios autores demonstraram que estes fungos possuem enzimas como as
queratinases, que lhes permitem digerir queratinas (WEARY; CANBT, 1986), uma
classe de proteinas elaboradas por células epiteliais. Essas células formam o extrato
corneo da epiderme e 0s anexos epidérmicos.

De acordo com Verma e Heffernan (2008), os dermatéfitos podem ser
classificados em trés grandes grupos, sendo de acordo com o0 seu habitat em
“geofilicos”, que sao dermatdfitos encontrados no solo, principalmente solos ricos em
residuos de queratina humana ou animal (pélo, unhas, penas, escamas etc.) e apenas
esporadicamente infectam o homem através do contato com os esporos do fungo,
ocasionando lesdes com sinais inflamatorios locais; “zoofilicos”, que sdo encontrados
em animais, como caes, gatos, equinos e inclusive os domésticos, nos quais
costumam produzir infecgdes subclinicas, podendo ser transmitidos ao homem
esporadicamente, por contato com o0s pélos infectados, ocasionando lesbes com
sinais inflamatorios, este, sendo necessario, ter passado por um ciclo evolutivo tendo
abandonado o solo e de uma forma ou de outra, ter se adaptado a um tipo de
parasitismo em espécies animais, que possuem um contato direto com o solo; ou
“antropofilicos”, que sao transmitidos de pessoa para pessoa por contato direto ou por
fébmites, e de acordo com a viruléncia do fungo e a susceptibilidade do individuo,
podem produzir desde infeccBes assintométicas até infeccdes com sinais
inflamatorios locais intensos e duradouros.

Os autores Sobera e Elewski (2008) citam como fungos dermatofitos que
apresentam maior associacdo a doenca no homem o Trichophyton mentagrophytes
(variante mentagrophytes), Trichophyton mentagrophytes (variante interdigitale),
Trichophyton rubrum, Trichophyton tonsurans, Trichophyton verrucosum,
Trichophyton violaceum, Microsporum canis, Microsporum ferrugineum, Microsporum
gypseum e Epidermophyton floccosum.

Embora os dermatdfitos existam indiscutivelmente desde tempos pré-historicos
e infectem animais inferiores por milhées de anos, a primeira referéncia registrada de
uma infeccdo dermatofitica é atribuida a Aulus Cornelius Celsus, um enciclopedista
romano versado em dietas, farmacia, cirurgia e campos correlatos, que em seu "De

Re Medica" escrito por volta de 30 a.C, descreveu uma infeccdo supurativa do couro
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cabeludo que veio a ser conhecida como o Kerion de Celsus (ROSENTHAL, 1961).
Ao longo da Idade Média as varias dermatofitoses foram descritas como tineas.

O termo Tinea foi usado pela primeira vez para a fase larval da mariposa
Tineola bisselliella (traca da roupa) e, de fato, 0 nome genérico das varias espécies
de tracas destruidoras de queratina € Tinea. Como os buracos feitos pelas tracas em
roupas de |& sdo circulares e as lesdes dermatéfitas sdo sinuosas na pele lisa, os
ancestrais anglo-saxdes cunharam a palavra "Tinea" para essas infecgbes pelo
menos desde o século XVI (FEULARD, 1886).

2.3.1 Género Trichophyton

Devido a sua patogenicidade ao hospedeiro humano, os dermatdfitos do
género Trichophyton estdo entre os grupos de fungos mais estudados no ramo da
micologia médica, causando tinea, favus ou onicomicose.

O género Trichophyton é o mais prevalente em amostras clinicas, acometendo
a pele glabra, cabelos e unha. Na andlise microscépica, € possivel observar
numerosos microconidios (estrutura unicelular), que apresentam, de um modo geral,
paredes finas e hialinas, piriformes, ovalada ou redonda e claviformes, podendo
agrupar-se em cachos. Os macroconidios (estrutura pluricelular), quando presentes,
sdo de aspecto claviforme alongado e apresenta septos. Em algumas espécies, 0s
macronidios estdo ausentes, como no T. schoenleinii. Quanto a sua ornamentacao,
algumas estruturas como hifa em raquete, hifa em espiral, érgdos pectinados e
candelabros favicos também sédo observados. No entanto, nem sempre a conjuncao
destas caracteristicas € suficiente para a identificacdo destes grupos de dermatofitos,
sendo necessario recorrer a outros métodos (NEUFELD, 1999; NEUFELD, 2010;
SIDRIM; ROCHA, 2004; SCHOLZ; MEINHOLF, 1991).

Os representantes isolados com mais frequéncia sdo o T. rubrum, T.
mentagrophytes e T. tonsurans (SCHOLZ; MEINHOLF, 1991).

A espécie antropofilica cosmopolita T. rubrum € a mais prevalente em diversos
estudos epidemioldgicos de dermatofitoses humana. Clinicamente é responsavel por
quase todos os tipos de infeccdo dermatofitica humana, sendo muitas vezes
correlacionado com o fato de ser refratario ao tratamento. (FURTADO et al., 1987,
BRILHANTE et al., 2000; COSTA et al., 2002; REZENDE et al., 2009). A Figura 3

demonstra 0s aspectos macroscopicos, microscopicos e a lesao por T. rubrum.
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Figura 3 - Macromorfologia, micromorfologia e lesédo por T. rubrum.

Fonte: Acervo péssoal do Prof. Dr. Armando Marsden, laboratério de Micologia Médica-UFPE.

A) Colbnia em agar Sabouraud evidenciando o dermatdfito Trichophyton rubrum. (B) Microscopia
evidenciando microconidios regulares e piriformes de T. rubrum. (C) Tinea barbae por T. rubrum.

Em torno da espécie Trichophyton mentagrophytes, existe um complexo onde
alguns autores demonstram que a mesma possua entre duas a quatro variedades.
Com isso, é demonstrado que o Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes é
zoofilica, enquanto Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale € antropofilica por
exceléncia (SIDRIM; MOREIRA, 1999; LACAZ et al, 2002).

2.3.2 Género Microsporum

O género Microsporum envolve muitas espécies em processos infeciosos em
humanos e animais, sendo as espécies mais comumente isoladas o M. audouinii, M.
ferrugineum, M. manum, M. canis e M. gypseum, sendo estes dois Ultimos os mais
isolados em micoses humanas. As colbnias apresentam aspecto algodonoso e
pulverulento, com coloracdo que varia de branca a amarela, podendo apresentar
ainda cor castanho. Em analise microscopica é evidenciado hifas hialinas, ramificadas
e septadas, com macroconidios multicelulares multisseptados fusiformes de parede
espessa. Ja os microconidios sdo estruturas claviformes produzidas ao longo do
micélio, podendo proliferar diretamente da hifa ou do conidi6foro (NEUFELD, 1999;
SIDRIM; ROCHA, 2004).

A espécie Microsporum canis & um fungo zoofilico transmitido ao homem por
diversos animais domeésticos, sendo o principal reservatorio os felinos jovens
assintomaticos. Clinicamente é responsavel por causar lesdes de couro cabeludo,
chamadas tinea capitis, atingindo com frequéncia criancas com faixa de idade escolar
causando placas de alopecia fluorescentes pela lampada de Wood. As colbnias

apresentam aspecto algodonoso de coloracdo amarelo-lim&o no reverso e branca no
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verso, com periodo de maturacdo entre 6 a 10 dias. Na microscopia, apresentam
macroconidios fusiformes de parede espessa com numerosas septacfes que podem
variar de 5 a 7 (LACAZ et al, 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004). A Figura 4 demonstra os
aspectos macroscopicos, microscopicos e a lesdo por M. canis.

Fonte: Acervo pesséal do Prof. Dr. Armando Marsden, laboratério de Micologia Médica-UFPE.

(A) Colbnia em agar Sabouraud evidenciando o dermatofito Microsporum canis. (B) Microscopia
evidenciando macroconidios fusiformes de parede espessa com numerosas septagdes. (C) Tinea
capitis por M. canis.

O Microsporum gypseum é uma espécie geofilica que infecta o homem e
animais que tiverem contato com solo contaminado, e por esta razdo é
frequentemente relatado seu isolamento a partir do solo (GUGNANI; SHARMA,;
WRIGHT, 2014; LEAL, 2010).

O M. gypseum foi descoberto pela primeira vez por Sabouraud em 1894, mas
na época era simplesmente chamado de "Trichophyton du chien” (Trichophyton do
cachorro). Foi primeiramente estudado e descrito por Bodin em 1907, que, seguindo
um sistema de classificacdo baseado principalmente em critérios clinicos, colocou-o
género Achorion como A. gypseum. Nos anos subsequentes, este parasita foi
reisolado por outros autores, que, ndo conseguindo relacionar os seus isolados com
os de Bodin, deram-lhe novos nomes. A sinonimia foi ainda mais prolongada por
aqueles que fizeram improvisac¢des taxonémicas insustentaveis. Somente em 1928 o
fungo de Bodin foi corretamente colocado no género Microsporum por Guiart e
Grigorakis (SABOURAUD, 1894; BODIN, 1907; GUIART; GRIGORARTS, 1928). A

Figura 5 representa a sinonimia utilizada no decorrer dos anos para o M. gypseum.
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Figura 5 - Sinonimia do M. gypseum.

Microsporum gypseum (Bodin) Guiart and Grigorakis
1928.

Trichophyton du chien Sabouraud 1894.
Achorion gypseum Bodin 1907.

M. fulvum Sabouraud (Uriburu) 1909.

M. flavescens Horta 1912.

A. serisei Cazalbou 1903.

M. scorteum Priestly 1914.

M. marginatum Cazalbou 1914.

M. xanthodes Fischer 1918.

Sabouraudites gypseum Ota and Langeron 1923.
S. fluvus Ota and Langeron 1923.

S. flavescens Ota and Langeron 1923.

S. xanthodes Ota and Langeron 1923.
Closterospora gypsea Grigorakis 1923.

C. fulva Grigorakis 1925.

Gymnoascus gypseus Nannizzi 1927.
Microsporum sp. Nakamura 1931.
Ectotrichophyton nakamurae Dodge 1935.

Fonte: Ajello, 1953.

Geralmente, este dermatdfito atinge partes descobertas do corpo, podendo, em
raras ocasioes, parasitar o couro cabeludo, sendo esta espécie ndo observavel
fluorescéncia na analise com lampada de Wood. As colbnias apresentam superficie
plana de bordas irregulares e de aspecto pulverulento, que se assemelha a areia de
praia. A coloracao da colbnia pode variar do alaranjado ao amarelo acastanhado. Na
microscopia é possivel a visualizacdo de macroconidios simétricos que apresentam
de 3 a 7 septos de parede fina com as extremidades arredondadas (LACAZ et al,
2002; SIDRIM; ROCHA, 2004).

2.3.3 Género Epidermophyton

O género Epidermophyton € composto por duas espécies, E. stockdalaeae e o
E. floccosum, entretanto, apenas esta ultima espécie é patogénica ao homem. O E.
floccosum é antropofilico por exceléncia e patégeno exclusivo da pele glabra. Em
raras ocasifes acomete regides interdigitoplantares e as unhas, mas nunca atinge o
cabelo (AJELLO, 1974).
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O género Epidermophyton apresenta colénias com crescimento de sete a dez
dias, com aspecto pulverulento que inicialmente possui a coloracdo branca
modificando para cor amarelo esverdeado ou amarronzado apresentando reverso de
coloragdo que varia do acastanhado para o alaranjado. Na analise microscopica, €
observado hifas septadas com a presenca de abundantes macroconidios
multicelulares de parede fina, com dois a cinco septos e agrupados em cacho.
Colbnias mais velhas podem apresentar clamidioconidios intercalares, distais e em
cadeias (LACAZ et al, 2002; SIDRIM; MOREIRA, 1999; PEPIN; AUSTWICK, 1968).
Seu aspecto micromorfolégico ndo deixa duvidas para a sua diferenciacdo de outros
dermatofitos, no entanto, a pigmentacdo produzida por algumas cepas podem,
macroscopicamente, ser confundida com T. rubrum. A Figura 6 demonstra o0s

aspectos macroscopicos, microscopicos e a leséo por E. floccosum.

Figura 6 - Macromorfologia, micromorfologia e leséo por E. floccosum.

Fonte: Acervo pessoai do Prof. Dr. Armando Marsden, laboratério de Micologia Médica-UFPE.

(A) Colbnia em &gar Sabouraud evidenciando o dermatdéfito Epidermophyton floccosum. (B)
Microscopia evidenciando macroconidios septados com parede fina e agrupados em cacho. (C) Tinea
pedis por E. floccosum.

2.3.4 Tratamento das dermatofitoses

A escolha do tratamento indicado é determinado pelo sitio anatdmico
acometido, extensao da infeccao e pela espécie dermatofitica envolvida. A medicacao
pode ser de uso sistémico ou tépico. Antifangicos de uso tépico podem ser utilizados
como apoio a terapéutica oral ou a profilaxia. As medicacdes de uso topico mais
utiizadas sédo o cetoconazol, miconazol, isoconazol, clotrimazol, tioconazol,
butenafina, e ciclopirox olamina. O ciclopirox olamina € popular na prética clinica para
o tratamento tépico de onicomicoses. Ja a terapia sistémica € indicada para lesdes de
grandes extensdes ou generalizadas, de carater crbnico, recorrentes ou quando nao

ha resposta apenas com a terapia tépica. O tratamento sistémico oral é realizado
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principalmente com uso de terbinafina, griseofulvina e derivados azolicos como
cetoconazol e fluconazol (Figura 8) (PIRES et al., 2014).

Ciclopirox olamina: mostrou-se eficiente em estudos realizados para tratamento

de dermatofitoses com cremes e géis. Possui acdo quelante de ions divalentes e
trivalentes necessarios para as atividades enzimaticas e da cadeia respiratéria das
células fungicas. Inibe a sintese da parede celular (deficiéncia na captacdo de
aminoacidos e nutrientes) biossintese de proteinas, RNA e DNA. Possui acao
fungicida de amplo espectro, de uso topico, com alto poder de penetracao, mostrando-
se eficiente em estudos realizados para tratamento de onicomicoses por dermatofitos
e leveduras (TAUBER; MULLER, 2014).

Terbinafina: apresenta eficacia contra espécies do género Trichophyton, sendo
recomendado para lesdes que nao apresentem uma grande extensédo (MCCLELLAN;
WISEMAN; MARKHAM, 1999). O tempo de tratamento com terbinafina é reduzido, se
comparado a outros antifungicos comercialmente disponiveis (GUPTA; DRUMMOND,
2013). Seu mecanismo de acdo age como inibidor da esqualeno epoxidase,
impedindo a formacgédo do lanosterol (precursor do ergosterol). Dependendo da
micose, o tratamento pode durar cerca de 12 semanas com doses de 250 mg/dia.

Butenafina: possui atividade fungicida primaria contra dermatofitos, tais como
T. mentagrophytes, M. canis e T. rubrum. Relata-se que é eficaz mais especificamente
no tratamento de tinea pedis, tinea cruris e tinea corporis (MITRA et al., 2016; GUPTA,;
CHAUDHRY; ELEWSKI, 2003).

Griseofulvina: possui acéo fungistatica inibindo a mitose dos fungos através de
sua ligacéo a tubulina (proteina que comp®&e os microtabulos celulares) rompendo o
fuso mitotico. Distribui-se largamente por tecidos que possuem queratina. Caracteriza-
se como um dos primeiros antifungicos de escolha para a terapéutica das tineas e
apresenta uma maior aplicabilidade para o tratamento das dermatofitoses
ocasionadas por espécies do género Microsporum, especialmente M. canis. A
posologia do tratamento pode variar de acordo com a micose, podendo ser utilizado
doses de 500 mg/dia de griseofulvina ou 250 mg de 12/12 h (CHADEGANIPOUR,;
NILIPOUR; HAVAEI, 2007).

Cetoconazol: age inibindo a sintese de ergosterol da parede celular fingica,
alterando sua permeabilidade, ocasionando a perda de elementos intracelulares. E
eficaz no tratamento da histoplasmose, blastomicose, coccidioidomicose,

paracoccidioidomicose, pitiriase versicolor, candidiase mucocutanea cronica, oral e
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esofagiana, vulvovaginite por leveduras do género Candida e infec¢cdes dermatofiticas
cutanea. Estudos demonstram que o creme de cetoconazol a 2 % tem sido eficaz no
tratamento de tinea pedis, tinea cruris e tinea corporis, atuando em infeccdes pelas
espécies dos trés géneros Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton (SHAO;
HUANG; HSUEH, 2007).

Fluconazol: possui acdo semelhante ao cetoconazol. E uma opg¢do na
terapéutica da tinea capitis em criancas. Constitui-se como 0 menos eficaz na prética
clinica, apesar de ser um dos antifingicos mais utilizados para tratamento sistémico
das dermatofitoses (PIRES et al., 2014).

Itraconazol: possui atividade fungicida de amplo espectro para fungos do
género Candida, Cryptococcus, Aspergillus, Sporothrix e fungos dermatéfitos. Sua
acdo se da através da inibicao da sintese de ergosterol celular. Para lesGes de pele,
0 tratamento costuma durar em torno de 4 semana e nas onicomicoses 3 meses
(PIRES et al., 2014).

Figura 7 - Estruturas quimicas de antifungicos utilizados para tratamento das dermatomicoses.
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2.4 CANDIDIASE

Algumas espécies do género Candida estdo taxonomicamente inseridas no
Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales
e Familia Saccharomycetaceae. S&80 microrganismos eucariontes, possui forma
ovoide ou esférica, de reproducdo assexuada por brotamento ou gemulacéo, dando
origem a células denominadas blastoconidios ou blastosporos, ou de forma sexuada
com producéo de ascosporos (GIOLO et al., 2010). E um fungo polimorfico e diploide
gue esta presente em humanos como micro-organismo comensal, em situacfes de
homeostase, mas pode promover o desenvolvimento de varias doencas a nivel
superficial e sistémico (DE ROSSI et al., 2011).

O género Candida tém habilidade de modificar sua forma de levedura para
filamentosa (hifa ou pseudohifa) e pode crescer a temperatura de 37°C. Tem como
caracteristica a visualizacdo microscopica a pseudohifa ou pseudomicélio, que € uma
célula alongada, possuindo constricdes entre os sitios septais assemelhando-se a
levedura, pois, apds o brotamento as células ndo se separam. J& a hifa verdadeira é
uma célula longa sem constricées, possuindo um citoplasma cercado por uma parede
celular rigida.

Esse género é composto por aproximadamente duzentas espécies diferentes,
mas apenas cerca de vinte estao associadas a micoses oportunistas em humanos. As
espécies de interesse clinico sdo: C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
glabrata, C. guilliermondii, C. krusei e C. lusitaniae (ALVARES et al., 2007; COLOMBO
et al., 2012; COLOMBO et al.,2013). No entanto, foram relatados casos de infeccbes
invasivas por outras espécies de Candida n&o-albicans. Dentre estas C. dubliniensis,
C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. utilis, C. lipolytica, C. norvegensis e C. 34nconspicua
(COLEMAN et al., 1998; COLOMBO et al., 2013).

As infecgBes causadas por leveduras do género Candida sdo denominadas
candidiase ou candidose. As micoses causadas por esses fungos mostram um amplo
espectro de apresentacdes clinicas, podendo ser classificadas desde superficiais,
com acometimento cutdneo e mucoso, até infec¢gbes profundas, disseminadas, de alta
gravidade, como é o caso da candidemia. Apresenta inicialmente como infeccao
fungica superficial, e em sitios anatémicos especificos como orofaringe, vagina, vulva,
glande e mucosa oral, podendo ser aguda ou crénica, localizada ou disseminada,

assintomatica ou com sintomas graves (LIMA et al., 2006).
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O género Candida, entre os fungos de interesse médico, € 0 que possui maior
importancia, devido a sua alta ocorréncia em infectar o hospedeiro humano. Em
relacéo aos pacientes imunocomprometidos, esse valor chega aos 60 % (STOOPLER,;
SOLLECITO, 2014). Considerados comensais, esses microrganismos se tornam
patogénicos quando ocorrem mudancas na homeostase do individuo, seja por
procedimentos médicos invasivos, uso de medicacdes ou doencas adjacentes (CATE
et al., 2009; COLOMBO et al., 2013).

De acordo com Lacaz et al. (2002), candidiase ou candidoses séo infec¢cbes
provocadas por leveduras pertencentes ao género Candida. As manifestacdes clinicas
das candidiases sdo extremamente variadas podendo atingir desde a superficie
cutdnea ou até mesmo acometimento sistémico, causando endocardite, meningite e
septicemia (LACAZ et al, 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004).

Numerosos séo os fatores que contribuem para as infec¢des por Candida spp.,
dentre os quais podemos citar: 0 rompimento das barreiras cutdnea e mucosa,
disfuncéo dos neutréfilos, desordem metabdlica, disfungdo na imunidade mediada por
células, exposicdo direta aos fungos, idade (recém-nascidos e idosos), desnutricao,
utilizacao de antibidticos por longos periodos, quimioterapia, transplantes, resisténcia
a antifungicos, dentre outros (PFALLER; DIEKEMA, 2007). Ao término do século XX,
devido a prevaléncia das infec¢des oportunistas em pacientes portadores do virus HIV
e outros estados de imunocompremetimento, as candidiases emergiram como um
problema médico importante. (GROLL, 1998; SIDRIM; ROCHA, 2004).

A candidiase oral foi descrita como doenca oportunista no primeiro caso de
SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida) publicado, e até o momento
constitui a infeccdo fungica mais frequente em pacientes portadores do virus HIV
(LUPETTI et al., 1995). Estima-se que até 90 % dos individuos acometidos pelo virus
HIV sofrerdo pelo menos um episédio de candidiase orofaringea (SANCHEZ-
VARGAS et al, 2002; URIZAR, 2002).

InfeccOes de pele e mucosas por Candida spp. podem ser demonstradas em
pacientes saudaveis, sem apresentar nenhum quadro clinico desfavoravel, entretanto,
podem manifestar pequenas altera¢des locais de resposta do hospedeiro no sitio da
infeccdo (COLOMBO; GUIMARAES, 2003). A Figura 9 demonstra os aspectos

macroscopicos, microscopicos e a lesdo por Candida spp.
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Figura 8 - Macromorfologia, micromorfologia e lesdo por Candida spp.

Fonte: Acervo pessoal do Prof. Dr. Armando Marsden laboratério de Micologia Médica-UFPE.

(A) Colbnia em agar Sabouraud evidenciando a levedura Candida spp. (B) Microscopia evidenciando
células isoladas e pseudomiceélio caracteristicos de Candida spp.(C) Les&o caracteristica de candidiase
intertriginosa.

A candidemia €& observada especialmente em pacientes hospitalizados
submetidos a terapias antimicrobianas por longos periodos, terapias
imunossupressivas, nutricdo parenteral e procedimentos invasivos (SIDRIM; ROCHA,
2004). A fungemia por Candida spp. constitui-se um grande problema de saude
publica, pois geralmente seu diagndéstico € dificil, além do alto custo de tratamento,
refletindo em altas taxas de mortalidade (COLOMBO et al., 2006).

As leveduras do género Candida sdo as causas mais comuns de infeccdes
fungicas e a sua incidéncia vem aumentando substancialmente nas ultimas duas
décadas. Sdo responsaveis por até 17 % de todas as infec¢bes adquiridas em
Unidades de Terapia Intensiva (UTI) e estdo associadas a uma tendéncia crescente e
alarmante de aumento na taxa de mortalidade. Esse aumento € explicado
parcialmente devido a exposicdo de pacientes internados em UTI, principalmente
agueles que fizeram procedimentos como cirurgia abdominal, hemodidlise, nutricdo
parenteral e cateter urinario (LORTHOLARY et al., 2014).

Como resultado de tratamentos utilizados para doencas como cancer,
HIV/SIDA e transplantes de 6rgaos, algumas doencas ndo sdo mais uma ameaca a
se considerar e a expectativa de vida foi prolongada nesses pacientes. No entanto,
isso refletiu em um aumento de algumas infec¢des oportunistas, como as de etiologia
fungica. Nos EUA (Estados Unidos da Ameérica), esta entre 0s cinco principais
patébgenos que causam infeccbes nosocomiais da corrente sanguinea. Estudos de
vigilancia populacional relatam a incidéncia anual de infeccbes nosocomiais por
Candida spp. em 8/100.000 habitantes (PFALLER; DIEKEMA, 2007).
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Em estudos mundiais, a espécie que se destaca como frequentemente isolada
de infeccbes superficiais e invasivas em diferentes sitios anatdmicos € a Candida
albicans. Essa levedura exibe patogenicidade e fatores de viruléncia, incluindo a
capacidade de aderéncia a epitélios e mucosas. A incidéncia de candidemia em
hospitais publicos de alta complexidade no Brasil € de aproximadamente 2,5 casos
por mil admissdes hospitalares, indice considerado duas a dez vezes maior que 0S
registrados em hospitais europeus e americanos. Um estudo realizado na Inglaterra,
Pais de Gales e Irlanda do Norte demonstrou que as taxas de candidemia foram
maiores em homens do que mulheres na maioria das faixas etérias, particularmente
em idosos com mais de 75 anos. Apesar de infeccOes bacterianas constituirem a
causa mais comum de doenca infecciosa em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), as
infecgbes fungicas, principalmente candidemias, representam um problema
preocupante de infeccdo hospitalar. Neste sentido, a incidéncia de candidemia, que
varia de 2 a 6,7 por 1.000 admissdes hospitalares, é de 5 a 10 vezes maior na UTI do

que em enfermarias de clinica médica ou cirurgica (HILLER et al., 2011).

2.4.1 Tratamento das Candidiases

Em 2010, o Ministério da Saude indicava para tratamento de candidiase os
seguintes antifungicos para infeccbes de pele o mucosa: isoconazol (nitrato) como
primeira escolha e tioconazol como segunda escolha. Outros antifingicos também séo
eficazes: clotrimazol, miconazol, terconazol, itraconazol, fluconazol e nistatina.
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

No que se refere ao tratamento das candidemias, alguns fatores devem ser
levados em conta como a necessidade da administracao de antifingicos de carater
imediato e adequado, pois apenas a retirado do fator predisponente como um cateter,
ndo é suficiente para remissdo da complicagdo, tornando-se uma terapéutica
insuficiente (PAPPAS et al.,, 2016). Estudos tem demonstrado que a demora na
terapéutica eficiente favorece a mortalidade de paciente com candidemia (NUCCI et
al., 1998; SILVA, 2017).

Dentre os antifungicos comercialmente disponiveis, os mais utilizados para o
tratamento das candidemias sé@o as da classe das equinocandinas (caspofungina,

anidulafungina e micafungina) e da classe dos triazélicos o fluconazol. A anfotericina
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B pode ser utilizada, mas sua indicacdo é mais restrita devido a sua toxicidade
(GAFTER-GVILI et al., 2008; SILVA, 2017).

Em pacientes ndo neutropénicos, mas com candidemia, a terapéutica inicial
sugerida é o uso de equinocandinas. Quando o paciente apresentar sinais clinicos
estaveis, que nao tenha tido previamente exposicéo ao azol e que nédo esteja infectado
com espécies resistentes como C. krusei ou C. glabrata, o fluconazol podera ser
utilizado para terapéutica com antifangico alternativo. A anfotericina B em formulacéo
lipidica pode ser utilizada em casos de resisténcia ou intolerancia aos antifingicos
supracitados, porém, apresenta maior toxicidade, o que reflete em um espectro
reduzido de utilizacdo em pacientes, como por exemplo aqueles que possuem
problemas renais (PAPPAS et al., 2016; SILVA, 2017). A Figura 10 demonstra a

estrutura quimica das equinicandinas anidulafungina, caspofungina e micafungina.

Figura 9 - Estrutura quimica da Anidulafungina, Micafungina e Caspofungina.

HQ QM 9 HO Q
f ’H‘ HC\/VC’D“N O)L L/m
| ,N

:/—‘ CH; CHy
i 3\_(: 0 " CHU
J— HN \-ﬂ \I
e
A MICAFUNGINA CASPOFUNGINA

Fonte: ChemSpider®.

A Tabela 1 demonstra os principais antifiUngicos existentes no mercado com
suas respectivas informacdes como dosagens, distribuicdo e reacdes adversas mais
comumente observadas (LIMA-NETO et al., 2014; SILVA, 2017).

Tabela 1 - Agentes antifUngicos comumente utilizados frente a Candida spp.

ANTIFUNGICO DOSAGEM DISTRIBUICAO REACOES ADVERSAS

Anfotericina B Metabolismo renal. Ampla Transtornos

Lipossomal 1V: 3-5 mg/kg/dia biodisponibilidade. cardiovasculares, hepaticos
Concentragdes elevadas e respiratorios.

em pulmdes, figado e bago.
Baixa concentra¢do em

Desoxicolato IV: 0,5 a 0,7 mg/kg/dia SNC. Nefrotoxicidade, febre e
calafrios
Cetoconazol Oral: Metabolismo hepatico. Hepatotoxicidade, prejuizo
200-400 mg / dia Ampla biodisponibilidade gastrointestinal e irritagéo

Tépico: a cada 12h por 2-4 tépica.
semanas.



Fluconazol

ltraconazol

Voriconazol

Caspofungina

Anidulafungina

Micafungina

Superficial

Oral: 50-150mg / dia
Invasivo

Oral: 400-

800 mg / dia

Profilaxia

100-200mg em dose Unica
um dia antes de
procedimentos cirlrgicos.

Oral:

100-400mg / dia
1V:

200mg a cada 12h

Oral:

200mg a cada 12h
V:

3-6mg / kg a cadal2h

V:
35-70 mg / dia

Esofagico

1V: 100 mg para o primeiro
Dia, depois 50 mg / dia
Invasivo

1V: 200 mg para a primeira
Dia, depois 100 mg / dia

Esofagico

1V: 150 mg / dia
Invasivo

1V: 100 mg / dia
Profilaxia

1IV: 50 mg / dia

Fonte: Lima-Neto et al., 2014; SILVA, 2017.

2.5 CRIPTOCOCOSE

Depuracéo urinaria. Ampla
biodisponibilidade.
Concentracdes elevadas
no SNC e humor aquoso.

Metabolismo
hepético.Ampla
biodisponibilidade. Baixas
concentracfes

na saliva e urina.

Metabolismo hepatico.
Ampla biodisponibilidade.
Concentracdes elevadas
no SNC e no figado.

Ampla biodisponibilidade.
Baixas concentragdes no
SNC e urina.

Amplo
Biodisponibilidade.
Baixas concentragdes
No SNC e

urina.

Ampla biodisponibilidade.
Baixas concentra¢des no
SNC e urina.

Nauseas, vomitos e
aumento transitério de
transaminases.

Nauseas, vomitos e

aumento de transaminases.

Perturbages visuais
transitorias,

aumento transitério de
transaminases e
fotossensibilidade.

Febre, calafrios, erupgédo
cutéanea,

cefaleias, anemia,
hipocalemia,

tromboflebite, hipotenséo,
aumento de transaminases
e

prejuizo gastrointestinal.

Sem reagdes adversas.

Febre, dor de cabeca,
hipocalemia,
hipomagnesemia,
Neutropenia e prejuizo
gastrointestinal.
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Criptococose é uma doenca fungica causada por espécies do género

Cryptococcus. Sdo um grupo de leveduras encapsuladas pertencentes a classe

Basidiomicetes,

familia  Filobasidiaceae,

género

Filobasidiella.

Distribuidos

mundialmente, existem mais de 50 espécies pertencentes ao género Cryptococcus.

No entanto, apenas Cryptococcus neoformans (que inclui C. neoformans var. grubii e

var. neoformans) e Cryptococcus gattii (anteriormente conhecido como C. neoformans

var. gattii) sdo patdégenos humanos bem conhecidos. Em relagédo a outras espécies,

houve poucos relatos de doenca humana, como Cryptococcus albidus e Cryptococcus

laurentii,

especialmente em

hospedeiros

imunocomprometidos

(HARRIS;
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LOCKHART; DEBESS, 2011; BANERJEE; HAIDER; TREHAN, 2013; ZHAO et al.,
2019).

A infeccéo por Cryptococcus neoformans € geralmente adquirida pela inalagéo
de basidiosporos encontrados na madeira em decomposi¢éo e no solo contaminado
com excretas de aves. A infeccdo pulmonar primaria € a mais forma comum de
criptococose. Disseminacao secundaria mais frequentemente resulta em infeccéo do
sistema nervoso central (BADDLEY; FORREST, 2013).

As espécies de Cryptococcus causam infeccdbes em individuos
imunocompetentes e imunocomprometidos. A maioria das infeccbes graves, no
entanto, ocorre em individuos com imunidade comprometida, como na AIDS e
pacientes que passaram por transplante de 6rgaos. O C. neoformans causa a maioria
das infeccdes em hospedeiros imunocomprometidos, enquanto a maioria das
infeccdes por C. gattii foi relatada em hospedeiros imunocompetentes (BRIZENDINE;
BADDLEY; PAPPAS, 2013; ZHAO et al., 2019).

A transmissao de Cryptococcus sp. ocorre por inalacdo dos blastoconidios da
fase filamentosa do fungo presentes em uma fonte ambiental, como excrementos de
aves ou solo. Apoés a inalacao, o fungo pode permanecer alojado nos pulmées ou SNC
por via hematogénica. A transmissdo entre humanos ainda nédo foi relatada, no
entanto, casos de infeccdo por tecidos transplantados ja foram descritos na literatura
(BEYT; WALTMAN, 1978; TARAI et al.,, 2010; ISLAM; DAS; ISLAM, 2010;
ALSPAUGH, 2015).

2.5.1 Tratamento da Criptococose

O crescente numero de casos de criptococose esta associado ndo sO a alta
exposicdo de individuos imunodeprimidos as fontes de contaminacéo, mas também
pela precariedade do diagnostico e prognostico da doenca. Em muitos paises a
criptococose ainda ndo se insere entre as doencas de notificacdo obrigatéria e néo
apresenta diagnostico adequado, visto que, muitas vezes a sintomatologia é
confundida com outras infec¢des, como por exemplo, meningite bacteriana e outras
infeccdes pulmonares. A auséncia de tratamento gera mortalidade de 100 % em
pacientes com meningite criptocécica em um curto periodo (TSENG et al., 2015).

O tratamento da criptococose € iniciado com uma terapia de ataque, por um

periodo de duas a quatro semanas, sendo composta por anfotericina B (0,7 - 1,0
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mg/Kg/dia) e 5-fluocitosina (100 mg/Kg/dia). Contudo, no Brasil, ndo ha
comercializacao da fluocitosina (PERFECT et al., 2010; GULLO et al., 2013; LOYSE
et al., 2013; TSENG et al., 2015).

O tratamento com este antifingico quase sempre resulta em algum grau de
disfuncéo renal, dependendo quadro clinico do paciente. Mora-Duarte et al. (2002)
demonstrou em seu estudo que 24 % dos pacientes tratados com anfotericina B (0,6-
1,0 mg/Kg/dia) apresentaram nefrotoxicidade comprovada por exames laboratoriais.

Um estudo utilizando células renais de ratos conduzido por Varlam et al. (2001),
sugeriu que a anfotericina B induzia apoptose das células tubulares renais e células
intersticiais em taxas diretamente proporcionais a sua concentracédo. Observou-se 90
% de apoptose e necrose com a concentracdo méaxima utilizada de 5,0 mg/mL,
reduzindo-se as lesGes a medida que esta era proporcionalmente diminuida. Estudos
subsequentes demonstraram que o efeito toxico foi maximo nos tubulos renais com
hipocalemia, hipostenuria e diminuicdo da capacidade de excretar acidos,
adicionalmente foram comprometidos devido a diminuicdo da depuracgéo da creatinina
(MORA-DUARTE et al., 2002; FILIPPIN; SOUZA, 2006). A Figura 12 demonstra a

estrutura quimica do antifungico anfotericina B.

Figura 10 - Estrutura quimica da Anfotericina B.
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Fonte: ChemSpider®.

Apos o periodo do tratamento de ataque, € utilizado antifingicos da classe dos
azoéis, o fluconazol (400-800 mg/dia) por um periodo de oito semanas. Posteriormente,
€ inicializado terapia com fluconazol em doses menores (200 — 400 mg/dia) por um
periodo de seis a doze meses. Caso a infec¢do seja pulmonar, € comum substituir o

fluconazol por itraconazol, pois ele ndo € indicado para tratamento de infec¢cdes no
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SNC, pois devido a sua polaridade néo ultrapassa a barreira hematoencefalica (BHE).
No que se refere a alternativa para o fluconazol em casos de meningite, a escolha é
o voriconazol (PERFECT etal., 2010; GULLO etal., 2013; LOYSE et al., 2013; TSENG
et al., 2015).

2.6 ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS

A utilizacdo indiscriminada de antifngicos, principalmente em paises
subdesenvolvidos e que ndo possuem politicas de controle de liberagéo e distribuicédo
de medicamentos, ocasiona a ocorréncia de cepas resistentes as drogas
comercialmente disponiveis. Estudos tem demonstrado uma elevada incidéncia de
infec¢des por leveduras do género Candida que adquiriram resisténcia aos farmacos
comercialmente disponiveis, principalmente os derivados azoélicos (SAHU et al., 2013;
SRINIVASAN et al., 2014; VIEIRA, 2017).

As infec¢des por espécies de Candida tém ocasionado inimeras complicacées
nas duas Ultimas décadas, ndo somente pelo aumento da incidéncia de infeccdes
invasivas, mas também pelo limitado numero de farmacos antifiUngicos
comercialmente disponiveis para tratamentos continuos e com baixa toxicidade
(ANTINORI et al., 2016).

Um estudo desenvolvido por Fuentefria et al. (2016), utilizando 114 cepas de
leveduras do género Candida mostrou que um total de 22 % dos isolados possuem
resisténcia ao Fluconazol, 47 % apresentaram resisténcia ao itraconazol, 16 % ao
miconazol e 11 % ao cetoconazol. A maior parte da resisténcia foi observada nos
isolados de C. tropicalis, seguido de C. glabrata e C. albicans. Embora seja raro a
ocorréncia de resisténcia de Cryptococcus sp. e dermatofitos, tem sido descrito na
literatura, nos ultimos anos, mutacées no gene ERG11, ocasionando alteracdes
estruturais na enzima lanosterol 14-a desmetilase e alteragdo na sintese de
ergosterol, levando a resisténcia a anfotericina B (MAY et al., 2016).

Antifingicos como terbinafina e itraconazol sado frequentemente utilizados no
tratamento das dermatofitoses (ZANG et al., 2007). No entanto, o nivel de toxicidade,
o tratamento em longo prazo e a baixa eficacia tem limitado sua utilizacdo clinica.
Diante disto, nas ultimas décadas antifungicos com melhor absorcéo e eficacia como
voriconazol, caspofungina e formulagdes lipidicas de anfotericina B tem sido

desenvolvidos e, com isso, a industria farmacéutica tem dedicado seus esforgos para
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o desenvolvimento de novas drogas terapéuticas com elevada atividade antifungica
(ZHANG et al., 2007).

Compostos com potencial atividade biolégica estdo presentes em diversas
plantas, trabalhando em sinergismo, resultando em uma ampla variedade de
bioatividades. Entre estas bioatividades, a propriedade antifingica de algumas plantas
medicinais tem sido descrita contra espécies de Candida clinicamente importante,
apresentando resultados tanto in vitro como in vivo (MARTINS et al., 2015).

Estudos in vitro com 0leos essenciais e com extratos de Allium tuberosum
(Cebola Nira), Coriandrum sativum (Coentro), Cymbopogon martini (Capim Lim&o),
Cymbopogon winterianus (Citronela) e Santolina chamaecyparissus (Santolina)
indicam atividade antifangica frente isolados de Candida spp. da cavidade oral de
pacientes com doencas periodontais (FURLETTI et al., 2011). Da mesma forma, éleo
essencial de Mentha suaveolens (Menta) monstra atividade in vitro fungicida e
fungistética contra cepas de Candida albicans isoladas de pacientes com candidiase
vulvo-vaginal e AIDS, em estudo in vivo, utilizando o mesmo 6leo contra infec¢édo
vulvo-vaginal em modelo murino, foi observada uma redugéo dessa levedura neste
processo micotico (PIETRELLA et al., 2011).

Atividade antifingica da curcumina ja foi descrita contra espécies de Candida,
Cryptococcus, Aspergillus e Sporothrix (MARTINS et al. 2009; MARTINS et al., 2015).
O mecanismo de a¢do do composto natural curcumina ainda nédo esta bem elucidado,
acredita-se que varias vias de ac¢do incluindo alteracdes na atividade ATPase da
membrana celular fungica, na biossintese de ergosterol e secrecdo de proteases
(KUMAR et al. 2014; CHEN et al. 2016).

2.7 PLANEJAMENTO RACIONAL DE FARMACOS

No que diz respeito a busca pelo desenvolvimento de novas drogas, a
modificacdo molecular de agentes antimicrobianos preexistentes, tem sido ha muitos
anos uma das principais estratégias adotadas. A modificacdo molecular consiste na
realizacdo de pequenas modificagbes quimicas em um composto protétipo matriz,
possuidor de estrutura quimica e atividades biolégicas bem conhecidas (mantendo
constante seu grupo farmacoférico), obtendo-se novos compostos analogos ou
homologos, sem prejuizo das principais propriedades do composto (MONDELLO et
al., 2003).
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Embora se consiga incluir as modificagcbes quimicas e manter o prototipo
matriz, a solubilidade de novos compostos deve ser considerada e, por isso, durante
seu planejamento, em especial durante a rota sintética, a selecao dos grupos radicais
e dos grupos farmacoférico deve priorizar aqueles com menor coeficiente de lipofilia
(LogP), possibilitando uma maior solubilidade aos novos compostos em agua, uma
vez que sua pouca solubilidade em agua pode reduzir o efeito terapéutico devido a
sua baixa biodisponibilidade (MONTANARI, 2011; LIMA et al., 2008).

Em nenhuma outra area da Quimica, o conhecimento completo da estrutura
molecular é tdo essencial como na Quimica Medicinal. Esta disciplina das Ciéncias
Farmacéuticas estuda as origens moleculares da atividade biolégica dos farmacos,
determinando os parametros que relacionam estrutura e atividade e aplicando estes
fundamentos no planejamento racional dos farmacos (COHEN et al., 1990).

O estudo da Quimica Medicinal envolve diversas estratégias a serem
empregadas no planejamento racional de compostos bioativos. As estratégias
modernas no desenvolvimento de um novo composto-protétipo levam em
consideracao a abordagem fisiopatoldgica, pois tal estratégia fundamenta-se no alvo
terapéutico escolhido, representando uma etapa fundamental no processo de
descoberta de um novo farmaco. A quimica medicinal possui métodos eficientes para
otimizar a poténcia e o perfil farmacolégico de substancias, levando ao planejamento
e sintese de substancias cada vez mais ativas, com biodisponibilidade satisfatoria,
desprovido de toxicidade e metabolismo adequado ao seu emprego terapéutico.
(BARREIRO; FRAGA, 2008; MONTANARI, 2011).

O processo de desenvolvimento de novos medicamentos divide-se em algumas
etapas, sendo elas: estudos in vitro, in vivo, testes clinicos e comercializacao
(KATZUNG, 2012).

Estudos modernos de planejamento molecular tem como base a identificacao
de uma biomolécula alvo, com ou sem estrutura tridimensional conhecida. Programa
computacionais como ferramentas tecnoldgicas facilitam o planejamento em um
processo conhecido como Computer-aided Drug Design (CADD), tornando possivel a
visualizacdo da interacao tridimensional do farmaco com o alvo, além de possibilitar
estudos mais complexos de interacdo farmaco-receptor e docking (GUIDO et al.,
2010). De acordo com Barreiro, (2009), uma etapa crucial no desenvolvimento de um

farmaco é a eleicdo do alvo farmacolégico (Figura 13).
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Figura 11 - Hierarquia para o desenvolvimento de novos farmacos segundo a abordagem fisiolégica.
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Fonte: Barreiro, 2009.

2.8 DERIVADOS TIOFENICOS COMO ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS

Os derivados tiofénicos sdo uma classe importante de anéis heterociclicos
encontrados em varios compostos biologicamente ativos. O anel tiofénico, uma
estrutura insaturada de cinco membros, sendo quatro carbonos e um atomo de
enxofre, € um composto fracamente aromatico que sofre principalmente reacdes de
substituicdo no carbono 2 do anel aromatico. Possui em sua estrutura quatro possiveis
posicdes passiveis de substituicdes: Ri, Rz, Rz € Rs, como demonstra a Figura 14
(SAKER; NAHAR, 2009; MITTAL et al., 2004).

Figura 12 - Representagdo molecular do anel tiofénico.

Fonte: ChemDraw®.

Atualmente, diversos farmacos comercialmente disponiveis possuem em sua
estrutura quimica o anel tiofénico, sendo alguns destes: O bissulfato de clopidogrel
(Plavix®) (Figura 15), que € um inibidor do difosfato de adenosina (ADP), onde a

agregacao plaquetaria induzida tem sido um importante avango para pacientes com
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doenca aterosclerdtica cardiovascular (RODGERS; STEINHUBL, 2003), o acido
tiaprofénico (Surgam®) (Figura 20), € um farmaco anti-inflamatorio ndo esteroidal
(AINE), da classe do acido arilpropionico (profeno), usado para tratar a dor,
especialmente a dor artritica, tendo como mecanismo de acao o blogueio da producao
de um produto quimico (prostaglandina), que o corpo produz em resposta a ferimentos
ou certas doencas (SORKIN; BROGDEN, 1985).

O cloridrato de duloxetina (Cymbalta®) (Figura 15), possui como mecanismo
de acédo a inibicdo seletiva da recaptacéo de serotonina e noradrenalina (SSNRI),
sendo eficaz para o tratamento de depresséo profunda, tratamento da incontinéncia
urinaria, dor neuropatica periférica diabética, fibromialgia, doenca articular
degenerativa e dentre outros (BYMASTER et al., 2003).

Figura 13 - Farmacos de uso comercial contendo o anel tiofénico.
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Fonte: Bymaster et al., 2003.

O sertaconazol (Figura 16) € um medicamento comercialmente disponivel da
classe dos imidazois que possui atividade antifungica frente a micoses superficiais
como candidiases e dermatofitoses. Possui em sua estrutura o0 sistema
benzo[b]tiofénico, que é frequentemente presente em compostos biologicamente
ativos. O Sertaconazol interage com desmetilase 14-a, uma enzima citocromo P-450
necessaria para converter a lanosterol ergosterol. Pode também inibir a respiracao
endogena, interagir com os fosfolipidios de membrana, inibir a transformacéo de
leveduras para formas de micélio, inibir a absor¢éo de purina, e prejudicar triglicérides
e/ou biossintese de fosfolipidios. (PINTO et al., 2008).
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Figura 14 - Molécula do Sertaconazol.
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Fonte: ChemSpider®.

Mendonca Junior e colaboradores em 2011 e em 2012, observaram pela
primeira vez a atividade antifingica de derivados 2-amino-cicloalquil[b]tiofenos. Foi
constatado que os compostos com atividade antifiingica mais pronunciada foram os
gue possuiam grupo nitro-aromatico ligado a sua por¢do 2-amino (Figura 17), com
resultados satisfatorios frente ao fungo Cryptococcus neoformans, apresentando um
CIM de 100 pug/mL e atividade fraca ou moderada para leveduras patogénicas do
género Candida, tendo seus melhores valores de CIM = 200 pg/mL (SOUZA et al.,
2012; MENDONCA-JUNIOR et al., 2011).

Figura 15 - Derivados tiofénicos com potencial antifungico.

CN

Fonte: Mendonc¢a-Juanior et al., 2011.

Em 2012, o mesmo grupo publicou estudos de CADD (computer aided drug
design - planejamento de farmacos auxiliado por computador) que permitiram a
obtencado de informacdes estruturais e eletrdnicas essenciais a atividade antifiungica
desses derivados, onde foi constatado que a presenca de grupos polares, ou seja,
gue aumentam a solubilidade em agua (a exemplo do grupo NO2) sédo fatores
determinantes para a potencializa¢do da acao antifangica da molécula (SCOTTI et al.,
2012).
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Derivados tiofénicos complexados com metais como cadmio e zinco também
sao descritos na literatura com boa atividade antifangica (Figura 18) (ALOMAR et al.,
2010).

Figura 16 - Estrutura quimica dos derivados tiofénicos complexado com metais.
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Fonte: Alomar et al., 2010.

PINTO et al. (2008) sintetizaram  derivados  5-arilamino-4,7-
dioxobenzo[b]tiofeno, tendo posteriormente seu perfil antifangico testado frente
espécies de Candida (C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis), Aspergillus
(A. fumigatus, A. niger, e A. flavus) e dermatoéfitos (Microsporum canis, Microsporum
gypseum, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum e Epidermophyton
floccosum. Foi demonstrado que o espectro de atividade nos derivados de piridina foi
ampliado pela auséncia do grupo éster na posicdo 2 do benzo[b]tiofeno,
demonstrando atividade contra todos os fungos testados (CIM <100 pg/mL) para
Candida e (CIM 3.13-12.5 yg/mL) para dermatofitos.

Em procedimentos de sintese de heterociclicos, a utilizagdo do 1,4-ditiano-2,5-
diol, a forma dimérica estavel do a- mercaptoacetaldeido (Figura 19), € um sinton
eficiente usado em procedimentos de sintese de 2 amino-tiofenos nao substituidos
nas posicoes 4 e 5 (GOSWAMI et al., 2017; LUNA et al., 2019).

O 1,4-ditiano-2,5-diol, € um reagente comumente disponivel no mercado e que
apresenta baixo custo, tem sido amplamente utilizado na sintese organica de varios

compostos, incluindo os derivados tiofénicos (FANG et al., 2013).
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Figura 17 - Estrutura quimica do 1,4-ditiano-2,5-diol.
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Fonte: ChemDraw®.

Devido a baixa solubilidade de derivados tiofénicos sintéticos, o uso do 1,4-
ditiano-2,5-diol torna-se um reagente promissor visando a obtencéo de derivados com
melhor perfil de solubilidade. Isso se da pelo fato dele permitir gerar compostos sem
cadeia alquilica ou cicloalquilica nas posicdes 4 e 5 do anel tiofénico, contribuindo
assim para um menor LogP, e consequentemente para um incremento na

solubilidade.

2.8.1 Derivados Tiofénicos incorporados em Preparacdes Farmacéuticas com

Acéo Antifungica

Atualmente as ciclodextrinas (CD) sdo amplamente utilizadas como agentes
complexantes para melhorar a solubilidade e a estabilidade de uma variedade de
farmacos pouco soltveis e instaveis (HU et al., 2012). Hoje em dia, mais de 35
medicamentos diferentes sdo comercializados a base CD so6lido ou baseado em
formulacbes complexas como, alprostadil (utilizado para disfungéo erétil), meloxicam
(acdo antinflamatoria), omeprazol (inibidor de bomba de préton), itraconazol
(antifingico) e aripiprazol (antipsicotico) (HWANG et al., 2012).

Eleamen et al. 2017, em seu estudo, demonstraram que moléculas de
derivados tiofénicos complexados com 2-hidroxipropyl-B-ciclodextrina apresentam
elevada atividade antifungica (CIM = 46,66 ug/mL) frente a Cryptococcus neoformans,
guando comparado a droga livre ndo complexada (CIM = 166.66 - 333.33 ug/mL). A
complexacdo da molécula com ciclodextrina foi capaz de aumentar a solubilidade da
molécula, gerando assim melhores resultados no perfil antifungico.

De maneira semelhante, Guimarées et al. (2014) publicaram os resultados de
seu estudo de incorporacdo de um derivado 2-amino-tiofénico (5CNO05) em

microemulsdo (ME) para uso topico em tratamento de infec¢des fungicas.
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Todos as cepas avaliadas mostraram-se sensiveis ao 5CNO5 puro (Figura 20),
gue mostrou atividade moderada contra as espécies de Candida (CIM = 270 - 540
Mg/mL) e uma atividade superior contra Cryptococcus neoformans (CIM = 17 ug/mL),
enguanto o valor de para o controle positivo (anfotericina B) foi apenas 0,5 pyg/mL. A
microemuls@o contendo esse derivado tiofénico também resultou num incremento
significativo do potencial antifungico da droga, resultando em formulacdo com CIM =
70 ug/mL, frente espécies de Candida, (C. albicans e C. parapsilosis) e excelente
atividade contra C. neoformans (CIM = 2,2 pg/mL), sendo esse valor apenas ¥4 da

atividade da anfotericina B.

Figura 18 - Estrutura quimica da molécula 5CNO05.
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Fonte: ChemDraw®.
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3 METODOLOGIA

3.1 DESENHO DO ESTUDO

A metodologia da presente tese englobou dois estudos: um utilizando o
derivado tiofénico cicloexilado e suas nanoformulacfes e outro utilizando derivados
tiofénicos sintetizados a partir do 1,4-ditiano-2,5-diol. Ambos os estudos foram
realizados com andlises diferentes, como demonstra o fluxograma de metodologia
(Figura 19).

Figura 19 - Fluxograma de metodologia utilizada.
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3.2 OBTENCAO DOS MICRORGANISMOS

Para os testes com o composto 6CN10, quinze isolados de Candida foram
obtidos de amostras clinicas de pacientes com candidemia atendidos em um hospital
publico de Recife-PE. As quatro espécies de Cryptococcus foram disponibilizadas pela
Colecao de Culturas URM, na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). As
espécies de Candida e Cryptococcus sao descritos na Tabela 2.

Para os testes com os derivados tiofénicos obtidos a partir do 1,4-ditiano-2,5-
diol, as espécies de Candida, Cryptococcus e dermatofitos foram disponibilizados pela
Colecao de Culturas URM, na UFPE (Tabela 3). Todos os fungos foram mantidos em
Sabouraud Dextrose Agar (SDA), e estocados em temperatura ambiente (24 °C +2

°C). Candida parapsilosis ATCC 22019 foi utilizado como cepa padrao.

Tabela 2 - Isolados clinicos testados frente ao composto 6CN10.

N° do isolado MICRORGANISMO SUBSTRATO
99 Candida albicans Sangue
122 Candida albicans Sangue
4451 Candida albicans Sangue
8299 Candida albicans Sangue
9925 Candida albicans Sangue
5623 Candida famata Sangue
8340 Candida glabrata Sangue
632 Candida guilliermondii Sangue
14206 Candida krusei Sangue
7866 Candida tropicalis Sangue
290 Candida parapsilosis Sangue
7736 Candida parapsilosis Sangue
9968 Candida parapsilosis Sangue
13531 Candida parapsilosis Sangue
451 Candida parapsilosis Sangue
ATCC 22019 Candida parapsilosis -
URM 6895 Cryptococcus neoformans LCR (paciente HIV+)
URM 6901 Cryptococcus neoformans LCR (paciente HIV+)
URM 6907 Cryptococcus neoformans LCR (paciente HIV+)

URM 6909 Cryptococcus neoformans LCR (paciente HIV+)
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Tabela 3 - Isolados testados frente aos derivados tiofénicos obtidos a partir do 1,4-ditiano-2,5-diol.

N° URM MICRORGANISMO

4990 Candida albicans

4987 Candida albicans

4986 Candida albicans

4984 Candida parapsilosis

4970 Candida parapsilosis
ATCC 22019 Candida parapsilosis

5811 Cryptococcus neoformans

5980 Cryptococcus neoformans

6999 Epidermophyton floccosum

6754 Epidermophyton floccosum

5431 Trichophyton mentagrophytes

5432 Trichophyton mentagrophytes

6753 Trichophyton rubrum

700 Trichophyton tonsurans

2822 Trichophyton tonsurans

SUBSTRATO
Secregéo vaginal
Secregéo vaginal
Secregéo vaginal
Secregéo vaginal
Secrecao vaginal
LCR (paciente HIV+)
LCR (paciente HIV+)
Rim transplantado
Escamas epidérmicas (paciente HIV+)
Escamas epidérmicas (paciente HIV+)
Rim transplantado
Couro cabeludo

Couro cabeludo

3.3 DESCRICAO METODOLOGICA PARA O COMPOSTO 6CN10

3.3.1 Obtencéo do Composto 6CN10

O composto 6CN10 foi sintetizado no Laboratério se Sintese e Vetorizagcédo de
Molécula-UEPB (LSVM-UEPB) de acordo com procedimentos previamente descritos
(Mendoncga-Junior et al., 2011) e sua estrutura quimica foi confirmada pela
comparacgdo do espectro RMN!H. O complexo 6CN10:HP-B-CD foi preparado de
acordo com o procedimento descrito por Eleamen et al. (2017). Anfotericina B, poli-g-
caprolactona, 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, Tween 80, Mygliol 812, cloranfenicol e
dimetilsulféxido (DMSO) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Brasil). A Figura 1

demonstra a estrutura quimica do 6CN10.
3.3.2 Preparacao das Nanoformulacdes
Quatro formulacdes diferentes (Tabela 5) foram preparadas Laboratério se

Sintese e Vetorizacdo de Molécula-UEPB (LSVM-UEPB) usando o método de

nanoprecipitacao descrito por Fessi et al. (1989). Para a producao das nanoesferas,
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6CN10 puro ou complexo 6CN10:HP-B-CD foi vertido em acetona contendo o
polimero poli-e-caprolactona. Em seguida, essa fase orgéanica foi adicionada gota a
gota em uma fase aquosa contendo o surfactante (Tween 80) sob agitacdo magnética
moderada a 25 °C. O solvente organico foi eliminado por rotaevaporacéao e o volume
final das suspensdes foi ajustado para 10 mL. Para produzir as nanocapsulas, o
Mygliol 812 foi adicionado a fase organica. A quantidade final do 6CN10 nas
formulacbes foi analisada espectrofotometricamente (Genesys 10S, Thermo

Scientific, EUA) a 280 nm. As nanoformulacfes foram armazenadas a 4 °C até o uso.

3.3.3 Identificacdo Fenotipica Classica

Os isolados foram identificados no Laboratério de Micologia Médica-UFPE pela
macro e micromorfologia. A cor, a forma, a topologia de cada colénia e a morfologia
celular foram consideradas utilizando o meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) com
2,5 % de extrato de levedura (Difco, EUA). Foi realizada a indugao da estrutura de
reproducao sexual com agar Gorodkowa (Difco, EUA). Os clamidésporos foram
induzidos em agar biliar (Difco, EUA) e pontuados como presentes ou ausentes apos
3 dias a 25 °C. Os isolados foram testados bioquimicamente por ensaios de
assimilagcao de carboidratos e fermentacdo. A producao de urease e acido acético
também foi avaliada usando meios com ureia e carbonato de calcio (Difco, EUA),
respectivamente. A temperatura maxima de crescimento para cada isolado foi
determinada. Todos os parametros fenotipicos classicos foram analisados de acordo
com Barnett et al. (2000) e Hoog et al. (2000). Esta etapa foi desenvolvida no
Laboratério de Micologia Médica do Centro de Biociéncias na Universidade Federal
de Pernambuco (LMM/CB/UFPE).

3.3.4 Identificagdo por MALDI-TOF MS

In6culos homogéneos de células leveduriformes foram cultivados e mantidos
em meio Extrato de Levedura Peptona Dextrose Agar (YPD). As incubacgdes foram
padronizadas as 20 h e as cepas foram cultivadas aerobicamente a 37 °C. De modo
a evitar alteracdes no padrdo de expressao da proteina, as condi¢des de cultura e o
tempo de crescimento foram padronizados como descrito acima. Todas as culturas

foram verificadas quanto a pureza antes da analise por MALDI-TOF MS.
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Uma unica coldnia foi depositada diretamente em uma placa alvo de 196
posicdes (Bruker Daltonik GmbH), e dois desses depdsitos foram feitos para cada
isolado. Aliquotas de 1 pl de acido formico a 70 % foram adicionadas e misturadas
suavemente com as leveduras. Quando o meio liquido foi quase evaporado, a
preparacao foi recoberta com 1 pl de solucdo de matriz saturada {75 mg/ml de acido
a-ciano-4-hidroxicinamico em etanol/agua/acetonitrila [1:1:1] com 0,03 % de &acido
trifluoroacético (TFA)}. Um total de 20 isolados (2 x 20 pontos) foram depositados por
placa, e a amostra da matriz foi cristalizada por secagem ao ar a temperatura ambiente
por 5 minutos (LIMA-NETO et al., 2014).

O equipamento utilizado foi o espectrometro de massa MALDI-TOF Autoflex Il
(Bruker Daltonics Inc., EUA / Alemanha) equipado com um laser de Nd:YAG (granada
de aluminio com itrio dopada com neodimio; Nd:Y3AI5012) de 1064 nm ajustado com
uma poténcia de 66 %. A faixa de massa de 2.000 a 20.000 Da foi registrada usando
um modo linear com um atraso de 104 ns (nanosegundo) e uma voltagem de
aceleracédo de +20 kV (quilovolt). As listas de picos resultantes foram exportadas para
o software MALDI Biotyper ™ 3.0 (Bruker Daltonics, Bremem, Alemanha) onde as
identificacbes finais foram alcancadas. Esta etapa foi realizada no Centro de

Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE).

3.3.5 Teste de Sensibilidade a Antifungicos

Os ensaios de microdiluicdo em caldo seriada contendo diluices do farmaco
ou nanoformulagbes foram preparados seguindo as diretrizes CLSI M27-A3.
Dispersdo de nanoesferas e nanocapsulas de 6CN10 (contendo 250 pg/mL de
6CN10) e complexo 6CN10:HP-B-CD (contendo 100 pg/mL de 6CN10) foram
utilizados. 6CN10 puro (10,0 mg) e complexo 6CN10:HP-B-CD contendo 14 % de
6CN10 (10,0 mg) foram dissolvidos em 1,0 mL de DMSO e depois diluidos em 9,0 mL
de meio RPMI 1640 padréao (Sigma Chemical Co.,St.,Louis, MO) tamponado a pH 7,0
com 0,165 M de acido morfolinopropanosulfénico (MOPS; Sigma, Brasil) resultando,
respectivamente, em solugdes com concentragées de 1,0 mg/mL e 140 pg/mL. As
concentracOes testadas variaram de 0,32 a 333,33 ug/mL para 6CN10 puro, de 0,045
a 46,66 pg/mL para o complexo 6CN10:HP- CD, de 0,08 a 83,33 pg/mL para

nanoesferas e nanocapsulas de 6CN10, de 0,003 a 3,33 pug/mL para nanoesferas e
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nanocapsulas do complexo 6CN10:HP-B-CD. A anfotericina B foi usada como
medicamento de referéncia em concentragdes de 0,015 a 8,0 pg/mL.

De modo a obter um inéculo de levedura contendo 1,0 a 5,0 x 106 UFC/mL-1,
cada cepa foi cultivada em tubo de ensaio contendo 20 mL de Sabouraud Dextrose
Agar mais extrato de levedura (SDA; Difco) a 35 °C durante dois dias. Em seguida, as
suspensdes da levedura foram preparadas em solucéo fisiolégica estéril (0,85 %) e
mantidas a 28 + 2 °C, e entédo ajustadas para 90 % de transmitancia a 530 nm. Foram
feitas duas diluicdes seriadas ,de 1:100 e 1:20 para obter um in6culo final contendo
1,0 a 5,0 x 10° UFC/mL.

Para os testes de susceptibilidade, 100 ul de cada solugao testada (6CN10 e
complexos 6CN10:HP-3-CD, nanoformulagdes contendo 6CN10 e complexo
6CN10:HP-B-CD, nanoformulagdes livres de farmaco e medicamento de referéncia) e
10 dilui¢des foram adicionadas em pogos de microdiluigdo contendo 100 pl de meio
RPMI 1640 padrao tamponado a pH 7,0 com 0,165 M de MOPS, entédo os pogos foram
inoculados com 100 pL do in6culo previamente obtido. As microplacas foram
incubadas a 35 °C em incubadora sem COz2 e avaliadas visualmente apés 48 h para
isolados de Candida e 72 h apds a incubagao para isolados de Cryptococcus. As
CIMs corresponderam a menor diluigdo do farmaco que mostrou 100 % de inibigdo do
crescimento em comparacao com as leveduras nao tratadas. Todos os testes foram

realizados em duplicata. Esta etapa foi desenvolvida no LMM/CB/UFPE.

3.3.6 Formacéo de Biofilme

A formacao de biofilme realizada foi modificada por Vandenbosch et al. (2010).
Os biofilmes de Cryptococcus neoformans foram formados em discos de silicone
estéreis em uma placa de microtitulacdo de 24 pocos (TPP, Trasadingen, Sui¢a). Os
discos foram lavados com agua MilliQ (Millipore, Billerica, MA, EUA) e autoclavados.
Células de levedura foram cultivadas em ASD por 48 h a 37 °C, em seguida, 3 a 5
colonias foram suspensas em solucao salina 0,9 % (p/v) e centrifugadas por 5 min a
1.000 rpm.

Subsequentemente, o sobrenadante foi removido e as células foram lavadas e
ressuspensas trés vezes em 1 mL de solucao salina a 0,9 % (p/v). O in6culo foi ainda
diluido em base azotada de levedura 0,1 X (YNB, BD, Franklin Lakes, EUA)

suplementada com glucose 5 mM (milimorlar) (Sigma-Aldrich) para produzir uma
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densidade optica de 0,07 a um comprimento de onda de 600 nm. Em seguida, 1 mL
de uma diluicdo 1:100 do in6culo em YNB 0,1 foi adicionado a cada poc¢o contendo
um disco de silicone com trés formulacées 6CN10 (6CN10-nanoesfera, 6CN10:HP-[3-
CD-nanoesfera e 6CN10:HP-B-CD-nanocapsula na concentracdo final de 83,33
pug/mL, 3,33 ug/mL e 3,33 pg/mL, respectivamente). Controles apropriados também
foram incluidos. As placas de microtitulacdo de 24 pocos foram incubadas durante 48
h a 37 °C.

3.3.7 Aspectos Eticos

A coleta das amostras clinicas dos pacientes (estudo feito com o composto
6CN10) foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal de Pernambuco sob o protocolo
01847812.0.0000.5208.

3.4 DESCRICAO METODOLOGICA PARA OS DERIVADOS TIOFENICOS OBTIDOS
A PARTIR DO 1,4-DITIANO-2,5-DIOL

3.4.1 Derivados 2-Amino-Tiofénicos

Os derivados 2-amino-tiofénicos (2) obtidos a partir do 1,4-ditiano-2,5-diol
(Tabela 4) utilizados nesse trabalho foram fornecidos pelo Laboratoério de Sintese e
Vetorizacdo de Moléculas (LSVM), na Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). As
moléculas foram obtidas por meio de uma rota sintética linear de acordo com o
esquema reacional a seguir (Figura 22), tendo seus rendimentos e caracteristicas
fisico-quimicas determinadas (LogP, Rf, ponto de fusdo, aparéncia fisica e cor). As
estruturas dos compostos foram confirmadas através de ressonancia magnética
nuclear, de hidrogénio e de carbono, técnicas bidimensionais de ressonancia

magnética nuclear, infravermelho e espectrometria de massas.



Figura 20 - Rota reacional utilizada para obtencao dos derivados 2- amino-tiofénicos.
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Em suma, o intermediario 2-amino-tiofeno-3-carbonitrila (1) foi obtido através
da quarta versao da reacéo de Gewald (PUTEROVA; KRUTOSIKIVA; VEGH, 2010) e

em seguida foi reagido com diferentes aldeidos aromaticos substituidos gerando os

compostos finais desejados (2). A Tabela 4 demonstra informacfes sobre os

derivados tiofénicos utilizados nesta tese.

Tabela 4 - Cédigos, nomes quimicos, forma molecular e caracteristicas fisico-quimicas dos compostos
utilizados para os testes.

Composto Nomenclatura [IUPAC Férmula Molecular Aparéncia e cor LogP
CNO1 2-[(4-metoxibenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C13H10N20S Cristal verde 3,92
CNO2 2-[(4-clorobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C12H/CIN,S Cristal verde 4,61
CNO3 2-[(4-fluorobenzilideno)amino]-tiofeno3carbonitrila C12H/FNLS Cristal verde 4,21
CNO4 2-[(2,4-diclorobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila Ci12HsCIoN,S Cristal amarelo 517
CNO5 2-[(2,6-diclorobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila Ci12HsCIoN,S Cristal amarelo 517
CNO6 2-[(2-nitrobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C12H7N30,S Cristal verde 3,34
CNO7 2-[(3-nitrobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C12H/N30,S Cristal verde 3,34
CNO8 2-[(3-hidroxibenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila Ci2HsN,OS Cristal verde 3,36
CNO09 2-[ (4-metilbenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C12HsN,0S Cristal verde 4,54
CN10 2-{[(4-nitro-1H-indol-3-il)metileno]amino}-tiofeno-3-carbonitrila C14HsN,O,S P6 amorfo amarelo 2,88
CN11 2-{[(5-metoxi-1H-indol-3-il)-metileno]amino}-tiofeno-3-carbonitrila CisH11N30S Cristal azul 3,46
CN12 2-[(4dimetilaminobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C14H13NsS P6 amorfo laranja 4,33
CN13 2-[(4nitrobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C12H7/N30,S P& amorfo marrom 3,34
CN15 2-{[(1H-indol-3-il)metileno]amino}-tiofeno-3-carbonitrila C14H9N3S P6 amorfo amarelo 3,59
CN17 2-[(3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila Ci1sH14N203S P6 amorfo amarelo 3,67
CN19 2-(benzilideno-amino)-tiofeno-3-carbonitrila C12HgN,S Cristal verde 4,05
CN20 2-[(2,3-diclorobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C12HeCIoNLS P6 amorfo verde 5,17
CN21 2-[(4-bromobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C12H7BrN,S P& amorfo verde 4,88
CN23 2-{[(1,1'-bifenil)4-il-metileno]amino}-tiofeno-3-carbonitrila CisH12N2S Cristal verde 5,72
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3.4.2 Teste de Sensibilidade a Antifungicos

Placas de microdiluicdo de 96 pocos contendo fluconazol e anfotericina B para
leveduras e fluconazol e cetoconazol para dermatéfitos como drogas referéncia e
solucbes dos derivados tiofénicos foram preparadas seguindo as orientacbes CLSI
M38-A2 e CLSI M27-A3 (CLSI, 2008). Foram utilizadas solu¢bes dos derivados
tiofénicos puros. Os derivados tiofénicos foram dissolvidos em dimetilsulfoxido
(DMSO0), e diluidos em meio de cultura padrdo RPMI 1640, tamponado a pH 7,0 com
0,1 M de acido morfolinopropanosulfénico (MOPS) numa concentracao inicial de 1.024
pug/mL2. A linhagem Candida parapsilosis ATCC 22019 foi utilizada como controle do
teste.

A fim de se obter um inéculo de levedura, foi utilizada a metodologia descrita
no item 4.3.5. Para os dermatdfitos uma diluicidode 1:50 foi feita para se obter um
inéculo final de 10* UFC.mL™.

Para os testes de sensibilidade, foram adicionados 100 pyL das solugdes de
cada droga teste (derivados tiofénicos) aos pogos da primeira coluna da Placa de
Microdiluicdo Referéncia, e em seguida, foram realizadas 10 diluigbes seriadas em
pocos de microdiluicdo contendo 100 uL de meio padrao RPMI 1640 tamponado a pH
7,0 com MOPS (obtendo-se concentracbes de 1.024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4,
2 e 1 yg/mL-" para os derivados tiofénicos, 64, 32, 16, 8,4, 2,1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,006
ug/mL-' para fluconazol, 16 — 0.3 ug/mL para cetoconazol e anfotericina B. Em
seguida, os pogos foram inoculados com 100 uL do in6culo previamente obtido.

As microplacas foram incubadas a 35 °C em uma incubadora de livre de COz e
tendo sua avaliacao visual apds 48 h de incubacéo para isolados de Candida e 96 h
ap6s a incubacido para isolados de dermatofitos. Os CIMs corresponderam as
menores concentragdes dos tiofenos que mostraram inibicdo de crescimento em

comparagao com fungos nao tratados. Esta etapa foi realizada no LMM/CB/UFPE.

3.4.3 Atividade Hemolitica

As moléculas utilizadas nesta etapa foram as que apresentaram melhor perfil
antifangico frente aos dermatdofitos (Figura 24).

Hemacias humanas do tipo O* foram suspensas em solugdo salina (NaCl
0,85 % + CaCl2 10 mM) a 2 % e incubadas em placas de 96 pogos de fundo
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arredondado com diferentes concentragcbes dos derivados 2-amino tiofénicos. As
placas foram incubadas por um periodo de 3 horas a 37 °C sob constante agitacéo e,
posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm por 4 min a 4 °C e a
absorbancia do sobrenadante medida em 540 nm (Benchmark Plus, BIO- RAD,
Software Microplate Manager — versdo 5.2) para estabelecer o percentual de
hemolise. Como controle positivo de lise celular foi utilizado Triton X-100 (Sigma-
Aldrich, Co., St. Louis, MO, USA) a 1 % e solugao salina (NaCl 0,85 % + CaClz2 10
mM) como controle negativo. Os experimentos foram realizados em quadruplicata,
com repeticdo em intervalos de tempo distintos (ODDO et al., 2017).

Os resultados foram expressos como porcentagem de hemolise determinada
através da equacgao descrita abaixo, onde a absorbancia € (Abs), controle positivo

(CP) e controle negativo (CN).

(Abs.do tratado — Abs.do CN)x 100
(Abs do CP — Abs do CN)

Atividade hemolitica (%) =

3.4.4 Andlise da Atividade Citotdxica dos Derivados Tiofénicos

3.4.4.1 Fluxograma dos ensaios in vitro

Atividade dos ] - Andlise da
. Células ndo .
derivados —> _» | Vviabilidade celular
. en . transformadas .
tiofénicos Analise do ICs

3.4.4.2 Derivados tiofénicos utilizados

As moléculas utilizadas nesta etapa foram as que apresentaram melhor perfil

antifungico frente aos dermatofitos. S&o elas:

a) CNO5 (2-[(2,6-diclorobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila);
b) CNO6 (2-[(2-nitrobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila);
c) CNO7 (2-[(3-nitrobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila);
d) CN13 (2-[(4nitrobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila);

e) CN17 (2-[(3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila);
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f) CN19 (2-(benzilideno-amino)-tiofeno-3-carbonitrila);

g) CN21 (2-[(4-bromobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila).

3.4.4.3 Cultivo celular

Para avaliacdo da citotoxicidade dos derivados 2-amino-tiofénicos foram
utilizadas as linhagens celulares ndo tumorais imortalizadas de fibroblastos humanos
(MRC-05), células epiteliais de rim de macaco (Vero) e fibroblastos murinos (3T3)
provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro e acondicionadas no Banco de
células Tumorais do LINAT/UFPE. As células Vero e MRC-05 foram cultivadas em
meio DMEM Low Glicose e as células 3T3 em meio RPMI 1640 ambos suplementados
com 10 % de Soro Fetal Bovino, 10 mM de HEPES e 1 % U/mL de
Penicilina/Estreptomicina. O meio das células MRC-05 foi suplementado com 20 % de
Soro Fetal Bovino, 10 % de Insulina e 10 % de Fator de Crescimento de Fibroblasto.
As linhagens foram mantidas em estufa contendo 5 % COz a 37 °C e rotineiramente

avaliadas quanto a contaminag&o por micoplasma.

3.4.4.4 Citotoxicidade em células nao transformadas

As células foram plaqueadas (1x10* células/pogo) e incubadas em estufa de
atmosfera imida contendo 5 % CO:2 a 37 °C durante 24 h. Em seguida, os derivados
CNO5, CNO06, CNO7, CN13, CN17, CN19 e CN21 foram adicionados nas
concentracfes de 1, 10, 50 e 100 uM e as placas foram incubadas por 72 h. O controle
do veiculo (DMSO) foi adicionado na mesma concentracdo presente nas solucdes
finais. Em seguida, 20 uL da solu¢do de MTT foi adicionada a cada pog¢o e apds 3 h
de incubacéo 130 pL de SDS 20 % foram adicionados para a dissolu¢do dos cristais
de formazan, guardando a reacdo ao abrigo da luz por 24 h. Apos esse periodo, a
leitura da densidade otica foi realizada em espectrofotdbmetro no leitor de microplacas
(EL808 - Biotek®) em absorbancia de 570 nm. A média da densidade Optica das
condicoes teste foi comparada com a média do veiculo 0,5 % para a determinacdo
da viabilidade celular (MOSMANN, 1983).
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Para o composto 6CN10, a analise estatistica entre os diferentes tratamentos
com antibiofilme foi realizada por analise de variancia (ANOVA) com nivel de
significancia definido como p <0,05. O teste de comparacfes multiplas (Tukey) foi
utilizado ap6s ANOVA, para comparar as medias encontradas, uma a uma.

Para os derivados tiofénicos obtidos a partir do 1,4-ditiano-2,5-diol, a analise
da média, desvio padréo e viabilidade foram realizadas no software Excel®. Em todos
0s ensaios foram realizados trés experimentos independentes e cada condicao foi
avaliada em replicatas técnicas. Todas as andlises estatisticas foram desenvolvidas

no Graphpad Prism versao 5.01.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RESULTADOS OBTIDOS COM O COMPOSTO 6CN10

4.1.1 Identificacdo das Cepas

As leveduras (cinco Candida albicans, uma C. famata, uma C. glabrata, uma C.
guilliermondii, uma C. krusei, cinco C. parapsilosis, uma C. tropicalis e quatro
Cryptococcus neoformans) foram identificadas por abordagem fenotipica. O MALDI-
TOF identificou os isolados do complexo C. parapsilosis como C. parapsilosis sensu
stricto e Cryptococcus neoformans como Cryptococcus neoformans var. grubii, todos
com score acima de 2,0.

4.1.2 Sensibilidade Antifangica in vitro

Para cada experimento de susceptibilidade antifingica, os controles de in6culo
mostraram um crescimento claramente detectavel apds o periodo de incubacéao,
indicando que todos os isolados eram viaveis e que as concentracdes utilizadas eram
adequadas ao crescimento fungico. A CIM da cepa padréao foi de 0,5 ug/mL para
anfotericina B, confirmando a reprodutibilidade do teste. Nanoformula¢des sem adi¢ao
de drogas (branco) também foram usadas como controle e ndo mostraram atividade
frente & nenhuma levedura testada.

A Tabela 5 demonstra os valores da Concentracao Inibitoria Minima (CIMs) de
6CN10 (farmaco livre), 6CN10 complexado com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
(6CN10:HP-B-CD) e as quatro nanoformulacdes (6CN10-nanocapsula, 6CN10:HP-[3-
CD-nanocapsula, nanoesfera 6CN10 e 6CN10:HP-B-CD-nanoesfera) em comparacao
com a anfotericina B contra isolados de C. neoformans, C. albicans, C. famata, C.
glabrata, C. guilliermondii, C. kruseli, C. tropicalis and C. parapsilosis (incluindo a cepa
referéncia C. parapsilosis ATCC 22019).
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Tabela 5 - Resultados da avaliacéo da atividade antifingica das nanoformulacdes contendo 6CN10 e
complexo 6CN10:HP-B-CD.

Cepaou Compostos e Nanoformulag6es — CIMT valores em ug/mL.
. . ndmero 6CN10: 6CN10: Complexo 6CN10-
Microrganismo do 6CN10- p-pcp-  ONIO o gcp. geNi0: farmaco  AnfB
. nanocapsula . nanosefera :
paciente nanocapsula nanoesfera HP-B-CD livre
C. albicans 99 Cft C C C C 41.66 0.25
C. albicans 122 C C C C C 41.66 0.25
C. albicans 4451 C C C C C 41.66 1
C. albicans 8299 C C C C C 166.66 2
C. albicans 9925 C C C C C 166.66 2
C. famata 5623 C C C C C 333.33 2
C. glabrata 8340 C C C C C 166.66 0.5
C. guilliermondii 632 C C C C C 83.33 0.5
C. krusei 14206 C C C C C 333.33 1
C. tropicalis 7866 C C C C C 83.33 1
C. parapsilosis 290 C C C C C 83.33 1
C. parapsilosis 7736 C C C C C 83.33 1
C. parapsilosis 9968 C C C C C 333.33 2
C. parapsilosis 13531 C C C C C 83.33 0.25
C. parapsilosis 451 C C C C C 83.33 1
C. parapsilosis ATCC 22019 C C C C C 83.33 0.5
C.neoformans URM 6895  83.33 0.2 0.65 0.1 46.66 333.33 0.5
C.neoformans URM 6901 83.33 0.1 0.32 0.1 46.66 333.33 0.25
C. neoformans URM 6907  83.33 0.1 41.66 0.2 46.66 166.66 0.125
C.neoformans URM 6909 83.33 0.1 41.66 0.2 46.66 166.66 0.125

fCIM -Concentragdo Inibitéria Minima.

fAnfB — Anfotericina B.

TC — Crescimento até a Concentracdo mais alta testada.
URM — URM Colecdo de Culturas/UFPE/Brazil.

Como pode ser observado na Tabela 5, o 6CN10 (farmaco livre) foi capaz de
inibir o crescimento de todas as cepas em diferentes concentracdes. As espécies de
Candida foram levemente mais suscetiveis apresentando valores de CIM de 41,66 a
333,33 ug/mL, enquanto as cepas de Cryptococcus apresentaram valores de CIM
entre 166,66 e 333,33 ug/mL. De acordo com Abreu et al. (2004), Mohareb et al.
(2005) e Ram et al. (1997), compostos contendo o anel tiofeno apresentam atividade
antifingica contra C. albicans e C. neoformans. Experimentos realizados por Ryu et
al. (2005) evidenciaram que os tiofenos sintéticos possuem boa atividade contra A.
niger, C. albicans, C. krusei e C. tropicalis, discordando em parte de nossos achados
gue mostraram moderado a fraco efeito antifingico contra cepas de Candida.

O complexo 6CN10:HP-B-CD foi completamente ineficaz para todas as
espécies de Candida (todas as cepas cresceram na maior concentracao testada de
46,66 ug/mL (G)), porém, este complexo apresentou valores de CIM de 46,66 pug/mL
contra todas as cepas Cryptococcus, sendo quatro vezes mais ativo do que o farmaco
livre 6CN10.
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Esta diferenca de sensibilidade entre os dois géneros (Candida e
Cryptococcus) também foi observada em todas as nanoformulacfes avaliadas, onde
todos os isolados de Candida cresceram (nas concentracdes mais altas testadas),
enquanto as cepas de Cryptococcus apresentaram valores de CIM variando de 0,1 a
83,33 pg/mL, portanto, mais ativo que o farmaco livre 6CN10, com valores de CIM
comparaveis ou melhores do que o medicamento de referéncia anfotericina B.

As nanocapsulas de 6CN10 e complexo 6CN10:HP-B-CD foram capazes de
inibir o crescimento de cepas de Cryptococcus com valores de CIM de 83,33 pg/mL e
0,1 — 0,2 ug/mL, respectivamente. As nanocapsulas 6CN10 sédo de 2 a 4 vezes mais
eficazes que o farmaco livre 6CN10. As nanocapsulas 6CN10:HP-B-CD séo 233 a 466
vezes mais ativas do que o complexo 6CN10:HP-B-CD, e até 3.333 vezes mais ativo
que o farmaco livre 6CN10, sendo mais eficiente que o medicamento de referéncia
supracitado para todos os isolados Cryptococcus.

Os melhores resultados de inibicdo obtidos foram observados para as
nanoesferas. As nanoesferas 6CN10 apresentaram valores de CIM de 41,66 a 0,32
Ma/mL, sendo 4 a 1,040 vezes mais ativo que o farmaco livre 6CN10. As nanoesferas
6CN10:HP-B-CD apresentaram valores de CIM de 0,2 a 0,1 mg/mL, sendo 233 a 466
vezes mais ativas que o complexo 6CN10:HP-B-CD e até 3.333 vezes mais ativo que
o farmaco livre 6CN10, e de 2,5 a 5 vezes mais ativo que a anfotericina B para C.
neoformans URM 6895 e URM 6901.

Em estudos anteriores, nosso grupo ja havia constatado que a incorporagéo de
derivados de tiofeno em preparacdes farmacéuticas provoca um aumento na atividade
antifangica dos compostos, como observado nos estudos de Guimaraes et al. (2014)
realizados com o derivado 2-aminotiofeno denominado 5CNO05. Apds a incorporacao
em um sistema de microemulsao, resultou em um aumento de 7,7 vezes na atividade
frente ao C. neoformans (reduzindo CIM de 17,0 para 2,2 yg/mL), e no trabalho de
Eleamen et al. (2017) onde foi observado um aumento na atividade anticriptococose
de cerca de 3,5 a 7 vezes, quando comparado ao composto 6CN10 complexado com
HP-B-CD.

Esses resultados ajudam a validar o estudo publicado por Scotti et al. (2012) e
comprovam que os procedimentos farmacotécnicos, que auxiliam na camuflagem da
baixa solubilidade aquosa intrinseca dos derivados 2-aminotiofeno contribuem para a

aumento do potencial antifungico.
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4.1.3 Tratamento de Biofilme de Cryptococcus

As trés formulagdes mais bioativas de 6CN10 foram testadas frente a biofilmes
de quatro isolados de Cryptococcus em discos de silicone (Tabela 4). A Tabela 4
demonstra que as contagens de placas correspondem a média * erro padréo referente
a meédia de trés experimentos independentes em trés discos de silicone.

Como pode ser observado na Tabela 6, os grupos Branco e Controle ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significante para nenhuma das linhagens
avaliadas, indicando que os componentes da nanoformulacdo ndo apresentam
atividade fungicida contra os biofilmes. A nanoformulacdo mais eficiente foi a
6CN10:HP-B-CD-nanoesfera, que reduziu o nimero de UFCs recuperadas dos discos
para todos os isolados investigados, com porcentagens de reducéo variando de 90,9
a 100 % (p <0,05) comparado ao controle. Sendo, a maior reducdo observada para C.
neoformans URM 6907 (100 %, p<0,05).

Tabela 6 - Nimero de UFC do biofilme de Cryptococcus neoformans em discos de silicone apés o
tratamento com nanoformula¢des de 6CN10.

6CN10:HP-B-

Cepas 6CN10- CD- 6CN10:H'P-[3- Brancot Controlet
Cryptococcus nanoesfera CD nanocépsula
nanoesfera
URMTtT 6895 12.33+4.16 3.00+1.00 17,66 + 2.08 43.00 +6.08 47.00 +4.00
URM 6906 30.66 +4.72 3.33+1.52 18.33 £ 2.08 36.00+458 36.66+351
URM 6907 8.66 +1.52 0.66 + 0.57 7.66 £ 1.52 9.66 +.2.51 9.33+3.78
URM 6909 2.33+1.52 1.66 + 0.57 26.00 + 3.00 6.66 + 2.51 15.00 +6.08

T Branco - leveduras e discos de silicone em compostos das nanoformulagdes sem 6CN10

* Controle - leveduras e discos de silicone apenas em meios de cultura (YNB suplementado com 5
mM de glicose).

T URM - URM Colecéo de Culturas/UFPE/Brasil.

Os valores sdo expressos como média + erro padrao referente a média de trés experimentos

independentes em trés discos de silicone.

6CN10-nanoesfera foi a segunda melhor nanoformulagdo, promovendo uma
reducao estatisticamente significativa (p <0,05) na UFC para 50 % das cepas (URM
6895 e URM 6909) quando comparada ao grupo Controle. Para a linhagem URM
6909, os valores de reducdo dos grupos tratados com 6CN10-nanoesfera e
6CN10:HP-B-CD-nanoesfera nao apresentaram diferenca estatistica.

Finalmente, o tratamento com 6CN10:HP-B-CD-nanocépsula promoveu uma
pequena reducgédo na UFC para as cepas URM 6895 e URM 6906 (em torno de 50 %;
p<0,05).
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Nossos resultados mostraram apenas um efeito fungistatico para os compostos
6CN10-nanoesfera e 6CN10:HP-B-CD-nanocapsula, enquanto 6CN10:HP-B-CD-
nanoesfera mostrou atividade fungicida contra o biofilme de Cryptococcus.

No presente estudo, os discos de cateter foram utilizados para a formacao de
biofilme de acordo com Vandenboch et al. (2010). A Figura 23 demonstra os discos
em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) com formacéao de biofilme. As Figuras
23A e 23B representam 0s controles positivos que evidenciam o crescimento de C.
neoformans URM 6906 e C. neoformans URM 6907. Nenhuma droga foi usada como
controle (apenas o meio YNB), que mostra o crescimento esperado. As Figuras 23C
e 23D mostram crescimento de C. neoformans URM 6906 e C. neoformans URM 6907
com o uso de branco (nanoformulagdo sem 6CN10). As Figuras 23E e 23F
representam o uso de 6CN10:HP-B-CD-nanoesfera contra C. neoformans URM 6907
e C. neoformans URM 6909 respectivamente, onde ndo ha crescimento das cepas de

Cryptococcus no biofilme.
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Figura 21 - Micrografia eletrdnica de varredura apds 48 h de formagéo de biofilme de Cryptococcus
neoformans em discos de silicone.

URM 6906 (23A) e URM 6907 (23B) apenas em meio YNB (Controle); URM 6906 (23C) e URM 6907
(23D) tratadas com Branco (nanoformulacdes sem 6CN10); URM 6907 (23E) e URM 6909 (23F)
tratados com 6CN10:HP-B-CD-nanoesfera.
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4.2 RESULTADOS OBTIDOS COM OS DERIVADOS TIOFENICOS OBTIDOS A
PARTIR DO 1,4-DITIANO-2,5-DIOL

4.2.1 Sensibilidade Antifangica in vitro

Durante a determinacdo da concentracdo inibitéria minima do farmaco,
evidenciou-se que as condi¢cdes para crescimento das leveduras e dermatofitos
utilizados foram adequadas, uma vez que o controle positivo realizado em pocgos
contendo apenas o meio de cultura e o in6éculo demonstrou crescimento dos fungos
apos o periodo de incubacgéo escolhido, enquanto no controle negativo, foi utilizado
apenas meio de cultura, evidenciando auséncia de crescimento fungico, como
esperado.

Dentre as leveduras testadas (Tabela 7), a C. parapsilosis 4970 apresentou o
perfil de sensibilidade mais desfavoravel, demostrando crescimento na maior
concentracdo utilizada para os 15 compostos, apresentando atividade moderada
apenas para o composto CNO5 e CN20 com 128 pg/mL, sendo seguida pela C.
albicans 4990, tendo seu crescimento na maior concentracdo testada frente a 13
compostos. A levedura de referéncia ATCC 22019, mostrou um perfil de sensibilidade
moderado para as moléculas CN0O6, CN11, CN21 e CN23, ambos com CIM de 128
Mg/mL.

No que se refere as leveduras do género Cryptococcus, os dois isolados
avaliados apresentaram um 6timo perfil de sensibilidade quando comparados aos
isolados das espécies de Candida. A cepa 5811 apresentou sensibilidade moderada
(CIM 128 pg/mL) frente aos compostos CNO3, CNO4, CNO5 e boa sensibilidade frente
aos compostos CNO2 (32 pg/mL), CNO6 (64 ug/mL), CNO7 (8 pug/mL), CNO8 (64
pg/mL), CN10 (32 pg/mL), CN11 (32 pg/mL), CN20 (64 pg/mL), CN21 (16 pg/mL).
Compostos que possuem grupos inddlicos em sua estrutura, como o0 CN10 e CN11 ja
apresentaram na literatura atividade antiparasitaria (antileishmania), demonstrando
que a presenca desse grupo € fator potencial para atividade antimicrobiana
(RODRIGUES et al. 2015).

As moléculas CNO7 e CN10 possuem em sua estrutura quimica um grupo nitro,
sendo este, presente em outros estudos que demonstraram atividade antifingica, de
acordo com Mendonca Junior et al. (2011), em seu trabalho publicado neste mesmo

ano, observaram que os derivados 2-amino-tiofénicos com atividade antifangica mais



70

pronunciada foram os cicloalquio[b]tiofenos que possuiam grupo nitro-aromatico
ligado a sua porcdo 2-amino, mostrando resultados satisfatorios frente a C.
neoformans (CIM 100 — 200 pg/mL), e atividade fraca ou moderada para Candida sp.
Isso demonstra que a inclusdo de um grupo nitro-aromatico potencializa uma acgéo
antifangica.

O C. neoformans 5980 apresentou sensibilidade moderada (CIM 128 pg/mL)
frente aos compostos CNO3, CNO5, CNO6 e CN11 e boa sensibilidade frente aos
compostos CNO2 (32 pg/mL), CNO7 (64 pg/mL), CN20 ( 64 ug/mL), CN21 (32 pg/mL)
e CN16 (16 ug/mL). No trabalho de Scotti et al. (2012) diferentes cicloalquil[b]tiofeno
testados apresentaram boa inibicdo, com valores de CIM que variam de 78 ug/mL

(benzolb]tiofeno) a 312 ug/mL (cicloheptal[l]tiofeno) frente a cepa de C. neoformans.



Tabela 7 - Resultados da avaliagéo da atividade antifingica observados de compostos selecionados frente a leveduras.
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Cepas testadas n° CNO1 CNO2 CNO3 CNO4 CNO5 CNO6 CNO7 CNO8 CNO9 CN10 CN11 CN12 CN13 CN15 CN17 CN19 CN20 CN21 CN23 Flu* AnfB
ATCC 22%?3 1.024 1.024 512 C C 128 C 1.024 C C 128 1.024 1.024 1.024 c c 512 128 128 0.5 0.5
C. albicans 4990 C* 256 256 C 512 C 512 C C C C C C C 1.024 Cc 512 C C 0.5 0.25
C. albicans 4987 C C C 512 128 C C 512 512 C C 1.024 512 C C 256 2 1
C. albicans 4986 C 512 C C C C C 1.024 C 512 C C 1.024 512 C 128 2 0.5
C. parapsilosis 4984 C C C 256 512 512 C C C C C 512 C C 128 512 0,25 1
C. parapsilosis 4970 C C C 128 C C C 512 C C C C C C 1.024 128 C C 1 1
C. neoformans 5811 512 C 128 128 128 64 8 64 1.024 32 32 1024 512 512 512 C 64 16 512 >64 0.25
C. neoformans 5980 512 32 128 512 128 128 64 512 1.024 C 128 C C 512 512 C 64 32 16 >64 0.25

Atividade antifungica dos derivados tiofénicos, fluconazol e anfotericina B frente a isolados de leveduras. Os resultados estdo expressos em pg/mL.
C* = Crescimento até a Concentragdo mais alta testada. Valores de CIM acima de 1.024 ug/mL.

URM = Colecao de culturas Universidade Recife Micologia.

ATCC = American Type Culture Collection.
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Dentre os dermatdfitos testados, (Tabela 8) o E. floccosum 6754
apresentou no perfil de sensibilidade redizido, demostrando crescimento na
maior concentracao utilizada para 13 compostos, tendo atividade moderada
apenas para o composto CN19 (256 pg/mL). Seguido a cepa supracitada, o T.
mentagrophytes 5431 apresentou crescimento na maior concentracao testada
frente a 11 compostos, tendo seu CIM variavel nas demais moléculas (128 —
1.024 pg/mL).

O E. floccosum 6999 apresentou o melhor perfil de sensibilidade dentre
os dermatéfitos, demonstrando resultados que variaram de 1.024 — 16 uyg/mL.
As moléculas CNO6 (128 ug/mL), CNO6 (32 ug/mL), CNO7 (64 pg/mL), CN12
(128 ug/mL), CN15 (256 pg/mL), CN17 (256 pg/mL) CN19 (16 pg/mL) e CN20
(256 pg/mL).

O isolado T. rubrum 6753 apresentou 6timo perfil de sensibilidade,
demonstrando resultados de CIM que variaram de 1.024 a 32 pg/mL. As
moléculas CNO5 (64 ug/mL), CN10 (64 pg/mL) e CN13 (64 pug/mL), CN17 (64
pg/mL) e CN21 (32 upg/mL) presentaram a melhor atividade frente a esse
dermatdfito.

Ja o T. tonsurans 700 apresentou um perfil de sensibilidade aproximado
para algumas moléculas testadas igualmente para o T. rubrum 6753 como: CN05
(64 pg/mL), CN10 (128 pg/mL), CN21 (64 ug/mL). O composto mais promissor
frente ao T. tonsurans 700 foi o CN19, que apresentou um CIM de 32 ug/mL.

Para o T. tonsurans 2822, a maioria dos compostos demonstraram
atividades que variaram de 1.024 a 256 pg/mL, excetuando-se o composto
CN19, que apresentou CIM de 32 ug/mL.

O E. floccosum 6754 e o T. mentagrophytes 5431 apresentaram o perfil
de sensibilidade mais desfavoravel, demonstrando perfil de sensibilidade
variavel de 128 — 1.024 pg/mL-

Pbde-se observar que os compostos CNO5 (2,6-diclorobenzaldeido),
CNO6 (2-nitrobenzaldeido), CNO7 (3-nitrobenzaldeido), CN10 (4-nitroindol-3-
carboxaldeido) CN13 (4-nitrobenzaldeido), CN17 (3,4,5-trimetoxibenzaldeido),
CN19 (hidrogénio/composto ndo substituido), CN21 (4-bromobenzaldeido)
apresentaram os melhores resultados para dermatéfitos, com valores de CIM

variando entre 16 — 64 ug/mL, sendo alguns até melhores que o fluconazol,
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utilizado com referéncia. Dentre eles, o grupo nitro est4 presente nos compostos
CNO6 e CNO7, demonstrando que sua presenca € um fator importante para
atividade antifingica, como supracitado.

A molécula CNO5 que apresenta em sua estrutura halogénios como cloro
(CI), apresentou 6tima atividade frente ao T. tonsuran 700 e T. rubrum 6753. De
acordo com Mendonca Junior et al. (2011), a presenca de halogénios (Cloro e
Fldor) é intimamente relacionada as estruturas quimicas da maioria dos
derivados azolicos, tais como miconazol, clotrimazol, econazol e cetoconazol.
Outros grupos halogénicos como o Fluor (F), estdo presentes no fluconazol,
voriconazol, posaconazol, ruvaconazol e albaconazol, sendo importantes grupos
relacionados a atividade antifungica desses derivados. Outros halogénios como
Bromo (Br) estdo presentes nos compostos CN21 que apresentou Otima
atividade frente aos dermatdfitos.



Tabela 8 - Resultados da avaliacédo da atividade antifingica observados de compostos selecionados frente a fungos dermatdfitos.
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Cepai testadas CNO1 CNO2 CNO3 CN0O4 CNO5 CNO6 CNO7 CNO8 CN0O9 CNI1O CNI11 CN12 CN13 CN15 CN17 CN19 CN20 CN21 CN23 Flu® Cet
ATCC ZzglgRM 1.024 1.024 512 C C 128 C 1.024 C © 128 1.024 1.024 1.024 C @ 512 128 128 0.5 0,06
E. floccosum 6999 256 128 256 128 C 32 64 c C 1.024 C 128  1.024 256 256 16 256 512 c 16 0,1
E. floccosum 6754 1.024 c* C C C C 1.024 512 © C © 512 @ C 256 @ 512 C 2 0,1
T. tonsurans 700 1.024 C 256 Cc 64 Cc 1.024 C 128 C 256 512 Cc 128 32 C 64 c >64 0,06
T. mentagrophytes 5431 | 1.024 1.024 256 © C © © 128 © C 1.024 C C 256 C C 128  1.024 32 0,1
T. rubrum 6753 1.024 1.024 C C 32 C 128 Cc C 64 C 1.024 64 C 64 C C 32 1.024 64 0,06
T. mentagrophytes 5432 | 1.024 1.024 512 C C C C 1.024 512 512 C 512 C C 128 256 C 1.024 (03 64 0,03
T. tonsurans 2822 1.024 1.024 C C 256 C C 1.024 C 512 C 1.024 C Cc Cc 32 C 1.024 c 32 0,06

Atividade antifingica dos derivados tiofénicos, fluconazol e cetoconazol frente a isolados de dermatofitos. Os resultados estao expressos em ug/mL.

C* = Crescimento até a Concentracdo mais alta testada. Valores de CIM acima de 1.024 pg/mL.
URM = Colecéao de culturas Universidade Recife Micologia.

ATCC = American Type Culture Collection.
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4.2.2 Atividade Hemolitica dos Derivados 2-Aminotiofénicos

Os valores da atividade hemolitica derivados 2-aminotiofénicos com atividade
antifingica estdo descritos na Figura 24 por meio de valores em porcentagem de
hemolise. As moléculas CNO5, CN19 e CN21 na concentracdo de 32 pg/mL
apresentaram uma taxa de hemolise de 5 %. A molécula CNO6 (32 pug/mL) apresentou
uma taxa moderada de hemdlise (12,5 %) e a CNO7 (64 pug/mL) apresentou a maior
taxa de atividade hemolitica (50 %). As moléculas CN13 e CN17 (64 pg/mL)

apresentaram as menores taxas de hemolise, sendo 2,5 %.

Figura 22 - Porcentagem da atividade hemolitica de sete derivados 2-aminotiofénicos.
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4.2.3 Avaliagdo da Toxicidade dos Derivados 2-Aminotiofénicos em Células Vero,
MRC-05 e 3T3

A analise da toxicidade frente as células Vero, MRC-05 e 3T3 néo revelou
diferencas na viabilidade celular em nenhuma das concentra¢ges avaliadas apos 72h
de incubacgéo (Tabela 9). A Figura 25, 26 e 27 demonstram a viabilidade celular de
diferentes células frentes aos derivados 2-amino-tiofénicos. Todas as amostras

apresentaram um perfil semelhante de resultados.
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Tabela 9 - Citotoxicidade celular demonstrada pela concentracdo do ICso frente as linhagens néo-
tumorais Vero, MRC-05 e 3T3.

Derivados Tiofénicos Vero MRC-05 3T3
CNO5 >100+0 >100+0 >100+0
CNO6 >100+0 >100+0 >100+0
CNO7 >100+0 >100+0 >100+0
CN13 >100+0 >100+0 >100£0
CN17 >100+0 >100+0 >100+0
CN19 >100x0 >100%0 >100+0
CN21 >100x0 >100%0 >100+0

Figura 23 - Curva de viabilidade celular de células epiteliais de rim de macaco (VERO) frente aos
derivados 2-aminotiofénicos.
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Figura 24 - Curva de viabilidade celular de fibroblastos murinos (3T3) frente aos derivados 2-
aminotiofénicos.
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Figura 25 - Curva de viabilidade celular de fibroblastos humanos (MRC-05) frente aos derivados 2-
aminotiofénicos.
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5 CONCLUSOES

A incorporacao de 6CN10 e mais evidencialmente 6CN10 complexado com 2-
hidroxipropil-Bciclodextrina (6CN10: HP-B-CD) em nanossistemas como nanoesferas
e nanoparticulas provou ser uma excelente maneira de minimizar propriedades fisico-
guimicas indesejadas inerentes as drogas, em particular sua baixissima solubilidade,
0 gque tornou menos atraente a ideia de realizar estudos in vivo.

A complexagdo do farmaco com HP-B-CD promoveu um incremento da
“solubilidade em agua” sem alterar sua estrutura quimica, neste contexto foi possivel
uma menor quantidade de droga para manter a mesma atividade antifingica, o que
certamente contribuird para minimizar a possibilidade de ocorréncia de efeitos
colaterais ao realizar estudos in vivo.

No que se refere aos derivados 2-amino-tiofénicos obtidos a partir do 1,4-
ditiano-2,5-diol, a maioria dos compostos utilizados tiveram fraca ou moderada atividade
antifingica frente a leveduras do género Candida, demonstrando baixo potencial
antifiingico para utilizacdo dos compostos como droga livre. Para o Cryptococcus sp.,
as moléculas CNO2, CN0O6, CNO7, CN08, CN10, CN11l, CN20, CN21 e CN23
apresentaram resultados bastante satisfatorio, uma vez que foi obtido valor de CIM
de 8 ug/mL para a molécula CNO7, sendo esta, a menor concentracdo inibitoria
encontrada.

Os resultados apresentados nesta pesquisa sugerem que os derivados 2-
amino-tiofenos obtidos a partir do 1,4-ditiano-2,5-diol podem ser utilizado como
potencial agente antifangico contra Cryptococcus neoformans e dermatdfitos, e o
composto 6CN10 complexado com 2-hidroxipropil-Bciclodextrina (6CN10:HP-B-CD)
em nanossistemas com potencial para leveduras do género Candida e Cryptococcus,
ambos podendo ser considerados favoraveis para o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos e promissores para a industria farmacéutica.

Em relacdo aos testes de citotoxicidade me células ndo transformadas, as
moléculas testadas apresentaram valores de ICso ndo toxicos frente as células VERO,
3T3 e MRC-5.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the in vitro susceptibility of nanoformulations
(nanospheres and nanocapsules) of a promising antifungal 2-amino-thiophene (6CN10) and
6CN10 complexed with 2-hydroxypropyl-p-cyclodextrin (6CN10:HP-B-CD) compared with
the free-drug against Candida and Cryptococcus, using the microdilution method. The Candida
and Cryptococcus clinical strains were identified by phenotypic methods and MALDI-TOF
MS. For in vitro antifungal susceptibility it was used reference microdilution trials. Serial drug
or nanoformulations dilutions were prepared by following the CLSI M27-A3 guidelines.
Furthermore, anti-biofilm formation was verified for Cryptococcus neoformans. All Candida
isolates were sensitive to the free drug (MIC = 41.66-333.33 pg/mL) and were able to grow
even in the higher concentration tested to all 6CN10-nanoformulations. However, the
Cryptococcus neoformans strains evaluated presented MIC values of 0.32-83.33 ug/mL for
6CN10-nanoformulations, and MIC values of 0.1 — 0.2 pg/mL for 6CN10:HP-B-CD-
nanoformulations, being up to 3,333 times more active than the free drug (MIC values of
166.66-333.33 ug/mL), and presenting superior activity to the reference drug Amphotericin B
(MIC =0.5-0.125 pg/mL). Moreover, 6CN10:HP-B-CD-nanosphere showed high anti-biofilm
potential. The in vitro study showed that the nanoformulations provide enhancement of drug
efficiency against Cryptococcus compared to the free-drug. These results allow us to expand
the possibility of 6CN10-loaded nanoformulations become a near future alternative for

cryptococcosis and candidiasis therapy. In vivo experiments are essential for clinical use.

Keywords: Antifungal Susceptibility, 2-Amino-thiophene, Cryptococcus neoformans,

Nanospheres, Nanocapsule, Biofilm.
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Introduction

The incidence of fungal infections has been increasing since 1970, mainly by yeasts due
to the use of medical devices as catheters, and others. In immunosuppressed patients, fungal
infections remain a significant cause of morbi-mortality, mainly by Candida e Cryptococcus
species.!?

Cryptococcosis is a systemic and opportunistic mycosis that occurs globally with
223,100 cases estimated annually and a mortality rate of about 81 % predominantly in
immunocompromised patients and the main organ affected is the central nervous system
(CNS).*®

Candidiasis is an important fungal infection related intrinsically to health, being caused
by Candida spp. The prevalence of these organisms varies with geographic location and specific
anatomical site, with C. albicans being the most prevalent, with an associated mortality of over
70 % in cases of candidemia.®

The initial treatment recommended by the American Infectious Diseases Society in the
cases of disseminated candidiasis and cryptococcosis includes azole derivatives, caspofungin,
amphotericin B (AmpB) or a combination of fluconazole and AmpB in the relapse. However
due to the increasing appearance of resistance to all commercially available antifungal”® and to
lack of more effective and less toxic alternative therapies, several researchers around the world
have been seeking new therapeutic alternatives for the treatment of fungal infections. For
example. We have suggested the use of ciclopirox olamine for systemic cryptococcosis
therapy,® and Magalhaes et al.* reported the effectiveness of hydroxyaldimines for inhibition
of growth of Cryptococcus spp.

In recent years our research group have demonstrated the potential of 2-amino-
thiophene derivatives to inhibit fungal growth.**> In 2011*, the analysis of 44 derivatives

against strains of clinical isolates of Candida and Cryptococcus showed that: i) 2-amino-
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thiophenes present fungicidal activity; ii) C. neoformans strains present greater sensitivity to
the compounds, being the most promising compound the 2-[(4-nitrobenzylidene)-amino]-
4,5,6,7-tetrahydro-4H-benzo[b]thiophene-3-carbonitrile, called 6CN10 (Figure 1) with MIC
values at 100 pg/mL. In 2012*?, computer-Aided Drug Design (CADD) studies were performed
with more than 50 2-amino-thiophene derivatives, including 6CN10, and it has been observed
that the main factor limiting the antifungal activity of these compounds is their low aqueous
solubility. In order to overcome this undesirable characteristic, in 2017* we obtained
complexes of 6CN10 with 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HP-B-CD) and we could observe
an increase in the anti-Cryptococcus activity from about 3.5 to 7 times, proving that
improvements in water solubility, has the capacity to promote an increase in the antifungal
potential of 2-amino-thiophene derivatives.

Thus, the present study aims to evaluate the in vitro antifungal activity of
nanoformulations containing 6CN10 and 6CN10:HP-B-CD complex in order to compare its
efficacy to the free-drug and amphotericin B, by the determination of the minimal inhibitory
concentrations (MICs) against species of pathogenic yeasts (Candida and Cryptococcus),

besides the ability to eradicate Cryptococcus in biofilms.

Experimental
Reagents

Compound 6CN10 was synthesized according to previously procedures (Mendonca-
Junior et al.)* and its chemical structure was confirmed by comparing its *H NMR spectrum.
6CN10:HP-B-CD complex was prepared according to procedure describe in Eleamen et al..’®
Amphotericin B, poly-g-caprolactone, 2-hydroxypropyl-p-cyclodextrin, Tween 80, Mygliol
812, chloramphenicol and dimethylsulfoxide (DMSO) were purchase from Sigma-Aldrich

(Brazil).
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Nanoformulations preparation

Four different formulations (Table 1) were prepared using the method of
nanoprecipitation described by Fessi et al..!® For production of the nanospheres, 6CN10 pure
or 6CN10:HP-B-CD complex was poured into acetone containing the polymer poly-e-
caprolactone. Then, this organic phase was drop-wise added in an aqueous phase containing the
surfactant (Tween 80) under moderate magnetic stirring at 25 °C. The organic solvent was
eliminated by rotaevaporation, and the final volume of the suspensions was adjusted to 10 mL.
To produce the nanocapsules, Mygliol 812 was added to the organic phase. The final amount
of the 6CN10 in the formulations was assayed spectrophotometrically (Genesys 10S, Thermo
Scientific, USA) at 280nm. The nanoformulations were stored at 4 °C until use.

Strains and growth cultures

Fifteen isolates of Candida obtained from patients with candidemia, four isolates of
Cryptococcus obtained from cerebrospinal fluid (CSF) of immunocompromised patients and
the reference strain Candida parapsilosis ATCC 22019 were evaluated against antifungal
potential of pure 6CN10, 6CN10:HP-B-CD complex and nanoformulations containing 6CN10.
The clinical isolates were obtained from two Tertiary Public Hospitals at Recife, Brazil. All
Cryptococcus isolates evaluated in this work were stocked under mineral oil ' in the URM
Culture Collection — UFPE. This Collection is registered in the WDCM of the WFCC as “604”
under the acronym URM (University Recife Mycology).

Blood samples from patients with candidemia and CSF from immunocompromised
patients were processed for mycological diagnosis using standard methods (direct examination
and isolation in culture) at the Medical Mycology Laboratory, Federal University of
Pernambuco, Recife, Brazil. Direct examination was performed without to add staining or
clarification for blood samples and with India ink staining to CSF. Cultures were prepared using

Sabouraud dextrose agar (SDA) (Difco) with chloramphenicol (50 mg/mL) and incubated at 30
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and 35 °C in an aerobic atmosphere for 5 days. Pure cultures were transferred onto the surface
of SDA for species identification.

The collection of the clinical samples from patients was approved by the Ethics
Committee of the Centre of Health Sciences of the Federal University of Pernambuco under
protocol 01847812.0.0000.5208.

Classical phenotypic identification

The isolates were identified by macro- and micromorphology. The colour, shape,
topology of each colony and the cell morphology were considered using Sabouraud Dextrose
Agar (SDA) medium with 2.5 % yeast extract (Difco, USA). The induction of sexual
reproduction structure using Gorodkowa agar (Difco, USA) was performed. Chlamydospores
were induced on bile agar (Difco, USA) and scored as present or absent after 3 days at 25 °C.
The isolates were tested biochemically by carbohydrate assimilation and fermentation assays.
The production of urease and acetic acid were also assessed using urea and calcium carbonate
media (Difco, USA), respectively. The maximum temperature of growth for each isolate was
determined. All classical phenotypic parameters were analyzed according to Barnett et al.*® and
Hoog et al..*®
MALDI-TOF MS identification

Homogeneous inocula of yeast cells were grown and maintained on Yeast Extract
Peptone Dextrose Agar medium (YEPD). Incubations were standardized at 20 h and strains
were grown aerobically at 37 °C. In order to avoid changes in the protein expression pattern,
the culture conditions and growth time were standardized as described above. All cultures were
checked for purity prior to MALDI-TOF MS analysis.

One single colony was directly deposited onto a 196 position target plate (Bruker
Daltonik GmbH), and two such deposits were made for each isolate. Aliquots of 1 puL of 70 %

formic acid were added and mixed gently with the yeasts. When the liquid medium was almost
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evaporated, the preparation was overlaid with 1 pL of saturated matrix solution {75 mg/ml of
a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) in ethanol/water/acetonitrile [1:1:1] with 0.03 %
trifluoroacetic acid (TFA)}. A total of 20 isolates (2 x 20 spots) were deposited per plate, and
the matrix-sample was crystallized by air-drying at room temperature for 5 minutes.’
The equipment used was MALDI TOF Autoflex 111 Mass Spectrometer (Bruker Daltonics Inc.,
USA/Germany) equipped with a Nd:YAG (neodymium-doped yttrium aluminium garnet;
Nd:Y3Als012) laser of 1064nm, set to a 66 % power. The mass range from 2,000 to 20,000Da
was recorded using a linear mode with a delay of 104 ns and an acceleration voltage of +20 kV.
The resulting peak lists were exported to the software MALDI Biotyper™ 3.0 (Bruker
Daltonics, Bremem, Germany) where the final identifications were achieved.
In vitro antifungal susceptibility

Reference microdilution trials containing serial drug or nanoformulations dilutions were
prepared by following the CLSI M27-A3 guidelines.? Dispersion of nanospheres and
nanocapsules of 6CN10 (containing 250 ug/mL of 6CN10) and 6CN10:HP-B-CD complex
(containing 100 pg/mL of 6CN10) were used.

Pure 6CN10 (10.0 mg) and 6CN10:HP-B-CD complex containing 14 % of 6CN10 (10.0
mg) were dissolved in 1.0 mL of DMSO, and then diluted in 9.0 mL of standard RPMI 1640
medium (Sigma Chemical Co., St., Louis, MO) buffered to pH 7.0 with 0.165 M of
morpholinopropanesulphonic acid (MOPS; Sigma, Brazil) resulting, respectively, in solutions
having concentrations of 1.0 mg/mL and 140 pg/mL. The concentrations tested ranged from
0.32 to 333.33 pg/mL for pure 6CN10; from 0.045 to 46.66 pg/mL for 6CN10:HP-B-CD
complex; from 0.08 to 83.33 pg/mL for nanosphere and nanocapsule of 6CN10; from 0.003 to
3.33 pg/mL for nanosphere and nanocapsule of 6CN10:HP-B-CD complex. AmpB was used as

reference drug at concentrations from 0.015 to 8.0 pg/mL.
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In order to obtain a yeast inoculum containing 1.0 to 5.0 x 10° CFU/mL, each strain was
cultured on a tube containing 20 mL of 4 % Sabouraud Dextrose Agar (SDA; Difco) plus yeast
extract at 35 °C for two days. After that, yeast suspensions were prepared in sterile
physiological solution (0.85 %) and maintained at 28 + 2 °C, and then adjusted to 90 %
transmittance at 530 nm. Two serial dilutions from 1:100 and 1:20 were made to obtain a final
inoculum containing 1.0 to 5.0 x 10° CFU/mL.

For the susceptibility tests, 100 pL of each tested-solution (6CN10 and 6CN10:HP-p-
CD complex solutions, nanoformulations containing 6CN10 and 6CN10:HP-B-CD complex,
nanoformulations drug-free and reference drug) and of 10 serial dilutions were added in
microdilution wells containing 100uL of standard RPMI 1640 medium buffered to pH 7.0 with
0.165 M of MOPS, then wells were inoculated with 100 puL of the previously obtained
inoculum. The microplates were incubated at 35 °C in a non-CO; incubator and were visually
evaluated 48 h after the incubation to Candida isolates and 72 h after incubation to
Cryptococcus isolates. MICs corresponded to the lowest drug dilution that showed 100 %
growth inhibition compared to untreated yeasts. All tests were performed in duplicate.
Formation and treatment of the biofilm on silicone discs

Biofilm formation was carried out modified of Vandenbosch et al..?! Cryptococcus
biofilms were obtained on sterile silicone discs in a 24-well microtitre plate (TPP, Trasadingen,
Switzerland). The discs were washed in MilliQ water (Millipore, Billerica, MA, USA) and
autoclaved. Yeast cells were cultured onto SDA for 48h at 37 °C, then 3-5 colonies were
suspended in saline solution 0.9 % (w/v) and centrifuged for 5 min at 1.000 g. Subsequently,
the supernatant was removed and the cells were washed and resuspended three times in 1 mL
of saline solution 0.9 % (w/v). This inoculum was further diluted in yeast nitrogen base 0.1X
(YNB, BD, Franklin Lakes, USA) supplemented with 5 mM glucose (Sigma-Aldrich) to yield

an optical density of 0.07 at a wavelength of 600 nm. Then, 1 mL of a 1:100 dilution of the
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inoculum in YNB 0.1 was added to each well containing a silicone disc with three 6CN10
formulations (6CN10-nanosphere, 6CN10:HP-B-CD-nanosphere and 6CN10:HP-B-CD-
nanocapsule at final concentration of 83.33 pg/mL, 3.33 pg/mL and 3.33 pg/mL, respectively).
Appropriate controls were also included. The 24-well microtiter plates were incubated for 48 h
at 37 °C.

The number of CFU on each silicone disc was determined by pour plating. To this end,
the silicone discs with biofilms were transferred to 10 mL of SDB and biofilm cells were
removed from the silicone by three cycles of 30 s of sonication and 30 s of vortex mixing. With
this procedure, all sessile cells were removed from the silicone discs and clumps of cells were
broken apart. Serial 10-fold dilutions of the resulting cell suspension were made, and 1 mL of
each dilution was plated and SDA was added. Plates were incubated for 48 h at 37 °C, after the
number of CFU per disc was counted. For each strain and treatment, biofilms formed on at least
three silicone discs in at least three independent experiments were included, and the results
were expressed as arithmetic mean.

Statistics

Statistical analysis among different anti-biofilm treatments were analyzed by one-way
analysis of variance (ANOVA) with a significance level defined as p< 0.05. The multiple
comparisons test (Tukey) was used, after ANOVA, to compare the means found, one by one.
All statistical analyses were created with Graphpad Prism version 5.01.

Results
Strain identifications

The yeasts were identified by phenotypic approach as five Candida albicans, one C.

famata, one C. glabrata, one C. guilliermondii, one C. krusei, five C. parapsilosis, one C.

tropicalis and four Cryptococcus neoformans. The MALDI-TOF identified the C. parapsilosis
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complex isolates as C. parapsilosis sensu stricto and Cryptococcus neoformans as
Cryptococcus neoformans var. grubii, all with score above 2.0.
In vitro antifungal susceptibility

For each antifungal susceptibility experiment, the inoculum controls showed clearly
detectable growth after the incubation period, indicating that all isolates were viable and that
the conditions used were suitable for fungal growth. The MIC of the reference strain was 0.5
pug/mL to AmpB confirming the reproducibility of the test. Nanoformulations drug-free (blank)
were also used as control and showed no activity against all fungal pathogens.

Table 1 shows the Minimal Inhibitory Concentration (MICs) values of 6CN10 (free-
drug), 6CN10 complexed with 2-hydroxypropyl-p-cyclodextrin (6CN10:HP-B-CD), and the
four nanoformulations (6CN10-nanocapsule, 6CN10:HP-B-CD-nanocapsule, 6CN10-
nanosphere and 6CN10:HP-B-CD-nanosphere) compared with Amphotericin B (AmpB)
against isolates of Cryptococcus neoformans, Candida albicans, C. famata, C. glabrata, C.
guilliermondii, C. krusei, C. tropicalis and C. parapsilosis (including the reference strain C.
parapsilosis ATCC 22019).

As can be seen in Table 1, the 6CN10 free-drug was able to inhibit the growth of all
strains in different concentrations. The Candida strains were slightly more susceptible showing
MIC values ranging between 41.66 to 333.33 pug/mL, while the Cryptococcus strains presented
MIC values of 166.66 and 333.33 pg/mL.

6CN10:HP-B-CD complex was completely ineffective for all Candida strains (all strains
grew (G) at the highest concentration tested of 46.66 ng/mL), however showed MIC values of
46.66 pg/mL against all Cryptococcus strains, being four times more active than the 6CN10
free-drug.

This difference in sensitivity between the two species (Candida and Cryptococcus) was

also observed in all nanoformulations evaluated, where all isolates of Candida grew (at the
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highest concentrations tested), while Cryptococcus strains showed MIC values ranging from
0.1 to 83.33 pg/mL, therefore more active than the 6CN10 free-drug, and with MIC values
comparable or better than the reference drug AmpB.

The nanocapsules of 6CN10 and 6CN10:HP-B-CD complex were able to inhibit the
growth of Cryptococcus strains with MIC values of 83.33 pg/mL and 0.1 - 0.2 pg/mL,
respectively. 6CN10-nanocapsules are 2 to 4 times more effective than the 6CN10 free-drug.
6CN10:HP-B-CD-nanocapsules are 233 to 466 times more active than the 6CN10:HP-B-CD
complex, and even 3,333 times more active than the 6CN10 free-drug, being more efficient
than the reference drug (AmpB) for all Cryptococcus strains.

The best results of inhibition were observed for the nanospheres. 6CN10-nanospheres
presented MIC values of 41.66 to 0.32 pg/mL being 4 to 1,040 times more active than the
6CN10 free-drug. 6CN10:HP-B-CD-nanospheres showed MIC values of 0.2 to 0.1 mg/mL,
being 233 to 466 times more active than the 6CN10:HP-B-CD complex, and up to 3,333 times
more active than the 6CN10 free-drug, being still 2.5 to 5 times more active than the AmpB for
C. neoformans URM 6895 and URM 6901.

Treatment of the biofilm

The effect of the three most bioactive 6CN10 formulations was determined on
Cryptococcus biofilms formed on silicone discs by four different strains (Table 2). Table 2
shows plate counts correspond to the mean + standard error of mean of three independent
experiments on three silicone discs.

As can be observed in Table 2, Blank and Control groups did not present statistically
significant difference for any of the evaluated strains indicating that the nanoformulation
components do not present fungicidal activity against the biofilms. The most efficient
nanoformulation was 6CN10:HP-B-CD-nanosphere, which was able to reduce the CFU’s

number recovered from the discs for all strains investigated, with reduction percentages ranging
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from 90.9 % to 100 % (p <0.05) compared to Control. Being, the highest reduction observed
for C. neoformans URM 6907 (100%, p <0.05).

6CN10-nanosphere was the second best nanoformulation, promoting a statistically
significant reduction (p <0.05) in CFU for 50 % of the strains (URM 6895 and URM 6909)
when compared to Control group. For the strain URM 6909 the reduction values of the groups
treated with 6CN10-nanosphere and 6CN10: HP-§3 -CD-nanosphere do not present statistical
difference.

At least, treatment with 6CN10:HP-B-CD-nanocapsule promoted a small reduction in
CFU for strains URM 6895 and URM 6906 (around 50 %; p <0.05).

Our results showed only a fungistatic effect for 6CN10-nanosphere and 6CN10:HP--
CD-nanocapsule, whereas 6CN10:HP-B-CD-nanosphere showed fungicidal activity against
Cryptococcus biofilms.

In the present study, catheter discs were used for biofilm formation in accordance with
Vandenboch et al..?* Figure 2 shows a Scanning Electron Microscopy discs with biofilm
formation. Figures 2A and 2B represents the positive controls evidencing the growth of C.
neoformans URM 6906 and C. neoformans URM 6907. No drugs were used to control (YNB
media only), which shows the expected growth. Figures 2C and 2D shows growth of C.
neoformans URM 6906 and C. neoformans URM 6907 with the use of blank (nanoformulation
without 6CN10). Figures 2E and 2F represents the use of 6CN10:HP-3-CD-nanosphere against
C. neoformans URM 6907 and C. neoformans URM 6909 respectively, where there is no
growth of the Cryptococcus strains in the biofilm.

Discussion

According to Abreu et al.?? and Mohareb et al.”> compounds containing thiophene ring

possess selective and significant antifungal activity against C. albicans, and in accordance with

Ram et al.?* strains of Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans, Candida albicans,
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Trichophyton mentagrophytes and Sporothrix schenckii were sensitive to the analogous
thiophene evaluated in this work. Experiments carried out by Ryu et al.,”> evidenced that
synthetic thiophenes possess good activity against A. niger, C. albicans, C. krusei and C.
tropicalis, dissenting in part of our findings that showed moderate to weak antifungal effect
against Candida strains. However, Lima et al.?® found growth reduction of dermatophytes,
including Trichophyton rubrum corroborating our results.

Analogous or homologous structural variations can be performed to give new physical
properties and to modify the reactivity of the molecules, which leads to changes in the
distribution in cells and tissues. In addition, increase the access to the active sites of enzymes
and receptors. Heterocyclic compounds, such as thiophene derivatives, possess broad biological
activity however have not been extensively studied on antifungal context. Our group
(Mendongca-Junior et al.;** Scotti et al.,** and Souza et al.'®) have tested the in vitro antifungal
activity of various thiophene derivatives against pathogenic fungi and we have already noticed
that fungi of the Cryptococcus neoformans species are more sensitive to 2-amino-thiophene
derivatives than species of the genus Candida.

There are several factors involved in the C. neoformans virulence as the ability to grow
at 37 °C, the secretion of extracellular proteases and phospholipases, the production of
mannitol, urease, lactase and melanin that protects against oxidizing agents, immune system
and damage caused by heat, cold and ultraviolet radiation. Furthermore, the presence of
glucoroxilomanana-polysaccharide capsule has been implicated in modulating the
Cryptococcus blood-brain barrier interaction.?” The capsule is a major virulence factor but its
role in the central nervous system invasion remains unclear. Capsule associated structural
changes such as phenotypic switching, has been reported to enhance crossing of the blood-brain
barrier.?®2° We believe that the capsule can interacts in vitro with the nanoparticles structure,

improving the access of the 6CN10 to the yeast, which results in lower MIC values. This
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interaction may be mediated by oxylipins, 3-OH fatty acids that are released in the capsule
surface as founded by Sebolai et al..>° However, complementary ex vivo and in vivo studies are
necessary to investigate the mechanisms of the antifungal activity of these nanoformulations
containing thiophene.

In previous studies, our group had already found that the incorporation of thiophene
derivatives in pharmaceutical preparations causes an increase in the antifungal activity of the
compounds, as observed in the studies of Guimarées et al.'* performed with the 2-amino-
thiophene derivative called 5CNO5 embedded in a microemulsion system, resulting in a 7.7-
fold increase in activity against C. neoformans (reducing MIC to 17.0 for 2.2 ug/mL), and in
the work of Eleamen et al.*> where it was observed an increase in the anti-Cryptococcus activity
from about 3.5 to 7 times, when compound 6CN10 was complexed with HP-B-CD. These
results help to validate the study published by Scotti et al.'? and, prove that pharmacotechnical
procedures, that help to mask the intrinsic low aqueous solubility of 2-amino-thiophene
derivatives, contribute to the increase of its antifungal potentials.

This study confirms the promising potential of 2-amino-thiophene derivatives to
become a new class of antifungal agents, especially useful for infections caused by
Cryptococcus. Incorporating 6CN10 and more clearly 6CN10 complexed with 2-
hydroxypropyl-B-cyclodextrin (6CN10:HP-B-CD) in nanosystems such as nanospheres and
nanoparticles proved to be an excellent way to minimize inherent unwanted drug
physicochemical properties, in particular its very low water solubility, which made less
attractive the idea of performing in vivo studies, due to this large pharmacokinetics barrier.
Thus, allowing us to perform in vivo studies. The complexation of the drug with HP-B-CD
improve the “water solubility” and the incorporation in nanoformulations confer “high
bioavailability” to the drug (6CN10) without changing the drug’s chemical structure, in this

context it is necessary a smaller amount of drug to ensure the antifungal activity, which certainly
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will minimize the possibility of the occurrence of side effects when performing in vivo studies.
These facts associated to the significant increase in the anti-cryptococcal activity (more than
3,000 times compared to the free drug), with MIC values lower than the reference drug AmpB
(up to 5 times more active), leads us to believe that after conducting more studies to ensure the
efficacy, the mode of action at molecular level and the safety, some of these nanosystems
containing 6CN10 may be used in the clinical medicine as an alternative treatment against
systemic cryptococcosis infections.
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Table 1. Antifungal activity of free-drug (6CN10), 6CN10:HP-B-CD complex, 6CN10
nanoformulations and Amphotericin B against Candida and Cryptococcus clinical isolates,
obtained from patients with candidemia and neurocryptococcosis respectively, in two Tertiary
Public Hospitals at Recife, Brazil, from July 2012 to June 2013.

Compounds and Nanoformulation — MICT values in pg/mL

: : Strain or 6CN10: 6CNI0:  6CNI1O:
eroorgm :j;:i)r:r naiggt(s)l-ﬂe HP--CD nfnct:)l:plk?e;re HP-p-CD — HP-p-CD frice:[\cliit?g P
nanocapsule nanosphere  complex
C. albicans 99 G'f G G G G 41.66 0.25
C. albicans 122 G G G G G 41.66 0.25
C. albicans 4451 G G G G G 41.66 1
C. albicans 8299 G G G G G 166.66 2
C. albicans 9925 G G G G G 166.66 2
C. famata 5623 G G G G G 333.33 2
C. glabrata 8340 G G G G G 166.66 0.5
C. guilliermondii 632 G G G G G 83.33 0.5
C. krusei 14206 G G G G G 333.33 1
C. tropicalis 7866 G G G G G 83.33 1
C. parapsilosis 290 G G G G G 83.33 1
C. parapsilosis 7736 G G G G G 83.33 1
C. parapsilosis 9968 G G G G G 333.33 2
C. parapsilosis 13531 G G G G G 83.33 0.25
C. parapsilosis 451 G G G G G 83.33 1
C. parapsilosis ATee G G G G G 83.33 0.5
22019

C.neoformans URM 6895 83.33 0.2 0.65 0.1 46.66 333.33 0.5
C.neoformans URM 6901 83.33 0.1 0.32 0.1 46.66 333.33 0.25
C. neoformans URM 6907 83.33 0.1 41.66 0.2 46.66 166.66 0.125
C.neoformans URM 6909 83.33 0.1 41.66 0.2 46.66 166.66 0.125

fMIC - Minimal Inhibitory Concentration.
tAmpB - Amphotericin B.
G - Growth at the highest concentration tested.
URM - URM Culture Collection/UFPE/Brazil.



119

Table 2. Number of CFU of Cryptococcus neoformans biofilms on silicone discs after 6CN10
nanoformulations treatment.

Cryptococcus 6CN10- 6CN10:HP-3-CD  6CN10:HP-B-CD i
] Blank® Control*
strain nanosphere nanosphere nanocapsule
URMTT 6895 12.33+4.16 3.00+1.00 17,66 + 2.08 43.00+6.08 47.00 +4.00
URM 6906 30.66+4.72 3.33+1.52 18.33+2.08 36.00+4.58 36.66 + 3.51
URM 6907 8.66 +1.52 0.66 + 0.57 7.66+ 152 9.66 £.2.51 9.33+3.78
URM 6909 2.33+1.52 1.66 + 0.57 26.00 +3.00 6.66 + 2.51 15.00 +6.08

T Blank - yeasts and silicone discs in compounds of the nanoformulations without 6CN10.

¥ Control - yeasts and silicone discs in culture media only (YNB supplemented with 5 mM glucose).
T URM - URM Culture Collection/UFPE/Brazil.

Values are expressed as Mean = SEM of three independent experiments.
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S
Figure 1. Chemical structure of 6CN10.



Figure 2. Scanning electron micrograph after 48 h biofilm formation of
Cryptococcus neoformans on silicone discs. URM 6906 (2A) and URM 6907
(2B) in YNB media only (Control); URM 6906 (2C) and URM 6907 (2D)
treated with Blank (nanoformulations without 6CN10); URM 6907 (2E) and
URM 6909 (2F) treated with 6CN10:HP-B-CD-nanosphere.
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Acesso ao Patriménio Genético

M Dedaragdo Poeltiva de Aceeso Dedlaro que o objeto do precente pedido de patente de invenglo foi
obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patriménio Genético Brasileiro,
realizado a partir de 30 de junho de 2000, e que foram cumpridas as determinagdes da Lel 13.123 de
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Namero da Autorizaglio de A7BGA3E
Data da Autorizaglio de Aceseo: 15/04/2019

Origem do material genético @ do conhecimento tradiclonal associado, quando for o caso

Fungo

Candida albicans 4990

Procedéncia da amostra: Ex situ

Nome do estabelecimento Comercial de Aquisi¢do: URM-UFPE
UF: PE

Municipio: Recife

Fungo

Candida albicans 4987

Procedéncia da amostra: Ex situ

Nome do estabelecimento Comercial de Aquisi¢ao: URM-UFPE
UF: PE

Municipio: Recife

Fungo

Candida albicans 4986

Procedéncia da amostra: Ex situ

Nome do estabelecimento Comercial de Aquisi¢ao: URM-UFPE
UF: PE

Municipio: Recife

Fungo

Candida parapsilosis 4984

Procedéncia da amostra: Ex situ

Nome do estabelecimento Comercial de Aquisigdo: URM-UFPE
UF: PE

Municipio: Recife

Fungo

Candida parapsilosis 4970

Procedéncia da amostra: Ex situ

Nome do estabelecimento Comercial de Aquisigao: URM-UFPE
UF: PE

Municiplo: Recife

Fungo

Cryptococcus neoformans 5811

Procedéncla da amostra: Ex situ

Nome do estabelecimento Comercial de Aquisi¢ao; URM-UFPE
UF: PE

Municipio: Recife

Fungo

Cryptococcus neoformans 5980

Procedéncia da amostra: Ex situ

Nome do estabelecimento Comercial de Aquisigao: URM-UFPE
UF: PE

PETICI ENTO g4 solicitagio foi enviada tema Peticionamento Eletronico em 20/00/2019 as
ELETRONICO 15:55, Paticho 870100004454 T =



Municipio: Recife

Fungo

Epidermophyton floccosum 6999

Procedéncia da amostra: Ex situ

MNome do estabeleciments Comercial de Aquisicio: URM-UFPE
UF: PE

Municipio: Recife

Fungo

Epidermophyton floccosum 6754

Procedéncia da amostra: Ex situ

Mome do estabelecimento Comercial de Aguisicio: URM-UFPE
UF: PE

Municipio: Recife

Fungo

Trichophyton mentagrophytes 5431

Procedéncia da amostra: Ex situ

Mome do estabelecimento Comerclal de Aguisigao: URM-UFPE
UF: PE

Municipio: Recife

Fungo

Trichophyton mentagrophytes 5432

Procedéncia da amostra: Ex situ

Moma do estabelecimento Comercial de Aguisicio: URM-UFPE
UF: PE

Municipio: Recife

Fungo

Trichophyton rubrum 6753

Procedéncia da amostra: Ex situ

Moma do estabelecimento Comercial de Aguisigio: URM-UFPE
UF: PE

Municipio: Recife

EJnga

Trichophyton tonsurans 700

Procedéncia da amostra: Ex situ

Mome do estabalecimento Comerclal de Aquisicas; URM-UFPE
UF: PE

Municipio: Recife

E;ny-::

Trichophyton tonsurans 2822

Procedéncia da amostra: Ex situ

HoFnguo aslabelecimento Comercial de Aguisigio: URM-UFPE
UF:

Municipio: Recife

Dedaracfio de veracidade

mnnmm. sob as penas da lei, que todas as informagdes acima prestadas sao completas e

vardadairas,

mﬂ Esta solicitagao fol enviada pelo sistema Paticionamanto Eletrénico em 20/00/2010 as

15:58, Petigio 870100064454
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RELATORIO DESCRITIVO

DERIVADOS 2-AMINO-TIOFENICOS COMO AGENTES ANTIFUNGICOS

01. A presente patente de invencdo refere-se a novos compostos sintéticos derivados de
2.amino-tiofénicos, e seus sais, ésteres, amidas ou pro-drogas, farmacologicamente aceitiveis,
que apresentam elevada aglio antifiingica, que possam ser utilizados como firmacos ou em
associacio a outros firmacos para fins de tratamento ou profilaxia de infecgbes causadas por

fungos em animais ¢ em seres humanos.

02. Os compostos da presente invengio apresentam elevada agdo inibitdria sobre fungos
dermatéfitos e leveduriformes causadores de patologias em humanos e animais incluindo, mas
ndo se limitando a espécies de Epidermophyvion floccosum, Trichophyton ronsurans,
Trichophyion mentagrophyies, Trichophyton rubrum, Candida albicans, Candida parapsilosis,
Cryplococcus neoformans.

03. Ensaios in vifre revelaram que os derivados tiofénicos apresentam capacidade de
inibir o crescimento de diversas espécies de fungos dermatdfitos e leveduriformes, sem causar
considerdveis efeitos toxicos podendo, portanto, ser utilizados como alternativas aos
antifingicos convencionais, em casos de reincidéncia ou resisténcia, ou até mesmo como uma

nova alternativa de tratamento.

04. Embora os fungos sejam essenciais para a vida na Terra por causa seu papel na
ciclagem de nutrientes, ¢ seu presente ¢ potencial usos na biotecnologia, eles também causam
sérios problemas em muitos aspectos da vida, principalmente relacionadas diretamente ao ser
humano. As doengas fingicas sdo comuns, com morbidade varidvel, variando desde uma
infecglio de unha, causando preocupaglio estética até doenga invasiva, com uma taxa de
mortalidade relativamente alta entre as doencas infecciosas. A alta incidéncia de infecgdes
fingicas causadas por essas leveduras apresenta um desafio para os médicos de diferentes
especialidades dificuldades no diagndstico e tratamento dessas infecges.

05, Em relaglo as leveduras, a Candida sp. estd associada a elevada morbidade ¢
mortalidade, apresentando uma alta taxa de incidéneia nas diversas distribuigdes peoprificas.
Em paralelo, a criptococose, caudada pelo Criprococens sp., ¢ responsavel por mais de 600.000
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caso de mortes por ano, sendo considerada a doenga fungica fatal mais prevalente no mundo.

06. Os dermatéfitos, grupo de fungos filamentosos propensos a infectar tecidos ricos em
queratina como pele, unha e cabelo, possuindo distribuigdo geogrifica ampla é a micose mais
comum no mundo, afetando 20 a 25% da populacdo mundial, tendo como principais agentes
etiologicos fungos do género Micrasporum, Epidermophyton e Trichophyton.

07. A taxa global de infecgdes fingicas esta crescendo, acredita-se que mais de 300
milhdes de pessoas sofram de uma infecgdo fingica grave resultando em mais de 1.350.000
mortes no mundo. Infelizmente, as opgdes de tratamento sdo muito limitadas, pois existem
poucas classes quimicas que representam os antifingicos existentes. As classes de drogas
antifingicas incluem: polienos, azbis, alilaminas, flucitosina e equinocandinas. Os azdis (por
exemplo, fluconazol, voriconazol e posaconazol) e alilaminas (por exemplo, terbinafina)
inibem a biossintese do ergosterol, enquanto os polienos (por exemplo, anfotericina B) se ligam
ao ergosterol na membrana plasmatica, onde formam poros grandes que destroem a fungdo
celular. A resisténcia clinica refere-se a falha terapéutica em que um paciente ndo responde a
um farmaco antifingico apds administragio numa dose padrio.

08. O desenvolvimento de resisténcia antifingica ¢ complexo e depende de miluplos
fatores. O estado imunolégico do hospedeiro é um fator critico, pois os medicamentos
fungistaticos devem funcionar sinergicamente para controlar ¢ eliminar uma infecglio. Pacientes
com disfunglio imune severa sdo mais propensos a falha de terapia, como o medicamento
antifingico deve combater a infecglio sem o beneficio de uma resposta imune. Outro fator
critico ¢ a elevada toxicidade dos antifingicos a nivel renal ¢ hepdtico, o que dificulta a escolha
do tratamento, principalmente em pacientes imunodeprimidos.

09. A falha no tratamento eficaz, devido a diagndsticos inadequados ou retardados, pode
resultar em doenga cronica grave ou pode ser fatal. O reconhecimento da importincia das
infecgdes fungicas levou a um aumento dramdtico no desenvolvimento de novos agentes
antifingicos para o tratamento ¢ prevengdo de infecgdo. Devido ds limitagdes apresentadas
pelos medicamentos atualmente disponiveis, existe uma grande necessidade por agentes
terapéuticos mais baratos, efetivos ¢ menos toxicos que possam substituir as drogas

convencionais no tratamento das infecgdes fungicas.
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10. Amalmente, diversas patentes tém reivindicado novas entidades quimicas com pro-
priedades terapéuticas para o tratamento das micoses, a exemplo de: US20070191395A1,
US5888941A, USSS807854A, WO2019/045581, WO2019012412, AR244224A1,
IT1070993B; porém nenhuma dessas invengdes tém logrado éxito e resultado num novo medi-

camento.

11. Oy derivados lelEnices, em especial os 2-amine-tgo@nices @m se mostrado
importantes intermedidrios sintéticos para guimica medicinal, permitindo a obten¢do de um
grande nimero de compostos bicativos com diversas aplicacdes na drea médica e biologica,
onde se incluem atividades como: antitumorais, ansioliticas, antinflamatorias, antiparasitirias,

antidiabéticas, antioxidantes, antiplaquetiria, antibacterianas e antifiingicas.

12. Em trabalhos anteriores do nosso grupo foi identificado o grande potencial
antifingico de derivados cicloaquil[b]tiofenos frente a diversas espécies de fungos,
especialmente Cryplococcus neoformans e Candida sp. O Laboratdrio de Sintese e Vetorizacho
de Moléculas (LSVM) conjuntamente com o Laboratbrio de Micologia Médica da UFPE e
Laboratério de Micologia da UFPB tém nos dltimos anos obtidos diversos resultados
comprovando o grande potencial antifingico de cicloalguil[bJtiofenos, ¢ em um desses
trabalhos Mendonga Jinior e colaboradores (2011) observaram que os compostos com
atividade mais promissora foram os derivados que possuiam em sua estrutura uma porgdo nitro-
aromatica,

13. Posteriormente, esses derivados 2-animotiofénicos mais promissores foram
incorporados em preparagdes farmacéuticas como emulsdes e complexos com ciclodexirinas,
onde tiveram sua atividade antifingica melhorada. Dessa forma, uma série de resultados
obtidos pelo nosso grupo sob forma de patentes e artigos (Lima-Neto et al. (2011); Mendonga
Junior et al. (2011); Scoti et al. (2012); Guimaries et al., (2014); Eleaman et al. (2016); e
patentes BR 1020140290273 ¢ BR1020170108309) comprovam o grande potencial antifingico
de denvados tiofénicos.
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14. Embora, como descrito anteriormente. existam diversos relatos de derivados 2-
amino-tiofénicos com propriedades farmacologicas comprovadas, ou alvos de protecdo
intelectual, os compostos aqui descritos ndo apresentam, qualquer relato na literatura ou patente
relacionado as suas obtengdes (sintese) e/ou aos seus potenciais antifiingicos, o que comprova

o cariter exclusivo e inovador desta invencdo.

15. Além disso, as estruturas quimicas dos compostos ora reivindicados e sintetizados
apresentam caracteristicas estruturais Gnicas, que foram pensadas de forma a otimizar as
caracteristicas farmacocinéticas de derivados 2-amino tiofénicos anteriores, que se mostraram
possuidores de promissora atividade farmacolégica, mas que devido a muito pouca solubilidade
em agua, inviabilizaram o prosseguimento das pesquisas. Essa modificagdo fundamental foi a
exclusdo de quaisquer radicais alquilicos, ou cicloalquilicos nas posi¢des 4 e 5 do anel tiofénico.
Essa pontual modificagio estrutural, permitiu obter compostos inétidos, com melhor perfil
farmacocinético, melhor solubilidade em dgua, sem perda da atividade antifingica.

16. Os novos derivados 2-amino-tiofénicos, descritos na presente invenglo, apresentam
a Formula Geral representada na Figura 1.

17. Para a Formula Geral (Figura 1) o radical aril, pode representar qualquer radical
benzénico, naftalénico, ou  heteroaromaticos, como  quinolina, isoquinolina,
benzo[d][1,3]dioxol, pirrol, pirrolidina, tiofeno, furano ou indol, podendo ainda esses grupos
arila serem monosubstituido, disubstituidos ou trisubstituido com quaisquer um dos seguintes
substituintes, que podem ser iguais ou diferentes entre si: H, quaisquer grupos alquilicos
contendo de 1 a 15 carbonos de cadeia linear ou ramificada, grupos alquenil contendo de 1 a 15
carbonos de cadeia linear ou ramificada, grupos alquinil contendo de | a 15 carbonos de cadeia
linear ou ramificada, -CN, -NO2, -NHz, -NHR, -NRR, ~OCH3, ~OEt, -OiPr, OR, -F, -Cl,-
Br, -I, -COOH, -COOR, -CONH;, ~CONHR, -CONHRR, -OH, trifluorometil ou

difluormenl.

18, Os compostos dessa invenglio dizem respeito a um grupo de derivados 2-amino-
tiofénicos condensados a uma porgiio aromdtica ou heteroaromatica nido substituidas, mono- ou
polisubstituidas, que podem ser sintetizados por procedimentos amplamente descritos na
literatura (MENDONCA-JUNIOR et al,, 2011; PUTEROVA; KRUTOSIKIVA; VEGH, 2010),
de acordo com os exemplos ¢ esquemas a seguir (Figura 2 ¢ Figura 3).
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19. Os precursores 2-amino-tiofénicos apresentados nessa patente foram sintetizados
através da quarta versao da reaglio de Gewald (PUTEROVA; KRUTOSIKIVA: VEGH, 2010)
e em seguida foram reagidos em procedimento one pot em quantidades equimolares de
diferentes aldeidos aromiticos substituidos através de dois métodos, sendo eles um
convencional e por micro-ondas, gerando os compostos finais desejados que possuem atividade
antifingica.

Exemplo 01: Sintese do 2-[(4-metoxibenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila (CNO1) por

método convencional.

20. Uma mistura de 1, 4-ditiano-2,5-diol (0,5 eq.; 0.250g; 0,0016 mmol) e malononitrila
(1 eq.; 0,0032 mmol) em 5 mL de metanol (MeOH) com trietilamina (1 eq.; 0,223mL) foi agi-
tada a 60 °C. Apos 4 h foi adicionado ao meio reacional 4-metoxibenzaldeido (1 eq.; 0,0032 g)
e dcido acético (1,2 eq.; 0,12 mL), sendo arrefecido até a temperatura ambiente e continuando
sob agitagdo overnight. Apds constatado término da reagdo, o produto final foi filtrado e lavado
sucessivas vezes com MeOH, obtendo-se um residuo solido cromatograficamente puro do com-
posto CNOI.,

Exemplo 02: Sintese do 2-[(4-metoxibenzilideno)amino|-tiofeno-3-carbonitrila (CNO1) por

reagdo no microondas.

21. Em um tubo de microondas foram adicionados 1 4-ditiano-2,5-diol (0.5 eq.; 0,100
g 0,00065 mmol), malononitrila (1 eq.; 0,0013 mmol), bicarbonato de sédio (0.8 eq.; 0,001
mmol) em 2 mL de etilenoglicol. O tubo foi introduzido na cavidade do reator de microondas
¢ trradiado a 80 °C por 8 mun (tempo de rampa: 5 min). Em seguida, foi adicionado 4-
metdxibenzaldeido (1 eq.; 0,0013 mmol) ¢ mais 0,5mL de etilenoglicol sob irmadiagio a 50°C
por 2 min (tempo de rampa: 2 minutos ¢ 30 segundos). Apos confirmagdo de término da reagllo,
o residuo solido reacional foi filtrado e lavado com uma solugdo 1:1 de metanol/dgua destilada
gelada, até se apresentar cromatograficamente puro.

22. Esses dois procedimentos permitem obter todos compostos, ora reivindicados,
através de metodologia similar,

23, Exemplos representativos de derivados 2-amino tiofénicos com aglio antifingica,
acompanhado de dados fisico-quimicos ¢ de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio que

comprovam suas estruturas quimicas, siio descritos nas Tabelas | ¢ 2 a seguir.
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Tabela 1. Codigos, nomes guimicos ¢ carscteristicas fissco-quimacas de comp selec dos da presente invengs
. X Formsla Faixa de ™~
Composto Nomenclaturs IUPAC Molecsk Aparéncia ¢ cor Fusie RS (g/mel)
CNOL 2.[(4-metauibenzibdeno ) |-uoteno- 3-carbomitnl CuHuN08 Cristal verde 133 - 135C| 05l 223
CND2 2-{{$-clorobenzilad J-tioteno- 3-carbomitril CpthCINS Cristal verde 104-105°C | 088 236,12
CND3 2-4(4-fhuoeobennbid -tiodema dearbomitnl ColFNS Cristal verde 109 110°C | 063 230.26
CNIM 22 4-diclocobenabid |-todeno- 3-carb ! CoHLENS Crstal amarcho 152185 o 281,16
[ 2{(2.6-diclocobenzbideno) |-ticdeno-3-carbonitrik CorHaCENS Cnstal apsmrelo 150 - 151%C | 072 241,16
[ 2.2 benzslid |- tiodemo - 3-carbonitnk CotNiO:S Cristal verde 129 . 180°C | 032 pIrRT]
CNOY 2.{3 benslid | -tindeso- 3-carbonitnk CoNiOS Cristal verde 196 - 197°C | 029 P
[ 2.[(3-hidroxibenulideno amuno |- iofeno- 3-carboninls CoHNOS Cristal verde 130133 | 043 2
CNUS 244 Ibenzibad |-tofeno- 3-cart ! CuHNAOS Crstal verde [ITENIEES 0.7 2204
CNID 2. {{(4-nitro-1 H-mdol. 3-d josetileno jJamine | -tofeno- 3-carbonimk CLHNOSS P amoefo mmarelo | 172 174%C | 022 486,46
ONI 2. 1[(3-mesoxs- | H-andol- 5.l Jeno jamine | -tiofeso- 3-carb, ! CoslyNOS Crastal azul M| oM 281,33
CNI2 2.[4dimenlamunobenzilideno Jansing | -tofeno- 3-cart [ CuHoN;S Poamoeto lemnja [ 145 184°C | 0,43 2834
CN13 2. [(dautrobenziladeno jamino |-toteno-3 <ar | CoathNOsS O amorto marrom | 155 - 155°C | 033 2.0
CNIS 2ot[ - ndob-3-ihimetileno jamino | tofeno- 3-cart b CoHNS PO amocfo ssarclo | 182 188°C | 027 251,31
CN1Y 2.[(343 benzilideno Mo |-toleno- 3-carb 1 CuHuNOS PO amorto mmarclo | 160 161°C [ 03 52,38
CNIY 2. (bemnled ot eno- I-carts ™ CoHNS Cristal verde Hi- 14| ol 2220
CN2D 212 -dsclovobeszbi |-tindeno- 3-carb k CoHL NS PO amoeto vende 175 1%C| o 241,16
ON2I 2-{(4-bromobenzibudono |-hodes- V-carh A Coal NS P amorto vende [IETES %0 291,17
N2 2[4 2-clorobenzbideno jammino | -tioteno- 1 -carbomitnl CoblCIN,S Po amorto smarcko | 145 - 187°C| o1 246,72
CN23 211011 Satenid W menleno juming | -tofeno- 3-carh I CaHoNS Crastal verde [EOEETES S 28037
CN2 2-[(quenalin-2-il-metil |-toteno- 3-carb ! CoaHN S PO amorto preto [REEEES XL 265,12
CN2S 24 punsdio- 2-l-metileno Jasino |-toleno- S-carbomstnils CuthNS Crestal masvom 1] ol 213,20
CN26 2.[( -ctoxi-4-hidraxibenzi b |-tiofeno- J-carbominl CulpNOS PO amorto peoto 10%- 120 | 0se anR
CNY2Y 2.[(3-broemo- 1 1{-mdol- 3 jseti) |- tofeno- 3-carbonunk Coal b8 NS Crstal masvom 132.136°C | 0.5% 1502
CN2Y 2.[( T-etid- | H-indob-3-il et |-todeno- §-carty la CabluNS P amocfo smarclo | 178 . IR2°C | 0J6 26535

Tabeln 2. Dudos de Ressonineia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) de compostos selecionados, que comprovam as estruturas quimicas
dos compontos da presente invengdo.
| Composto | RMN ‘I |
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5361 (x 3H, H-13), 687 (4 2H, J = 8.89 Hz, H.9, Ho11), 7010 (d, THL J = 5.75 Hz, He1), T25 (4, 1H, J = 5.69 Hz, H.2), 7.70 (d, 2H J =

om $.87 Hz, H-8, H-12), 8.43 (s, |H, H-6).

g 3739 (4,11, J = 5,68 Mz, H-1), 1.58 (d, 1H, J = 5.68 Hz, H-2). 7.61 (d, 2H, J = 1.33 Hz, 118, H-12), 7.99 (4, 201 J = 1.00 Hz, B9, H-11),
8.77 (s, IH, H®).

CNO3 GTAN(d, TH, J= 564 He Ho1), 705 ¢4, 1H, J = Sof Hz, H2), 785 (¢, TH, J =824 Hz, H-8 ou 12), 839542 (m, 2H, H-9, H1i), R,W
IH, /= | 88 Hz, H9 ou | 1), 895 (s, 1H, H6)

N4 STAY (s 1H, J~ 556 Hz, Ho1), 760 (8d, 1H, J =~ 856 Hz J =~ 2.08 Hz, H.X), 765 (d, IH, J = 566 Hz, H.2), T80 (d IH, J~ 1.98 Hz, H.
1y, RIS (d, THL J = 854 He, H9), 883 (s, TH, H6).

CONOS ST224d, TH, =56 He, Hel ou H-2), 730 (4, 1H, J =90 H2), 731 (4 IH, J=90H2), 739 (d, I1H, J~ 58 Hz), T45(d, IH, J~ 36 Hz,
H-2 06 H-1), .66 (s, LI, H6)

pre— 3746 (d, TN, J = 5.6 Hz, H-1T ou H-2), 766 (0, TH, 7= 5.6 Hz, H-2 06 H-1), 783 (1, 11, J =~ 7.4 ¥z, -9 ou 10y, 7.92 (v, 10, J = 7.4 Wz, - |
Gou 10), 716 (d, 1, J = 804 Hz, H-8), 821 (d, VI J = 7,56 Tz, H- 11), 9.0 (5,11, HL6).

- BI04 TH, J= 568 Hz, Bl cw 11-2), .63 (d, TH, J = 5.68 Hz, H-2 ou 11-1), 185 (1, 171 7~ 5.0 Hz, 1-9), 540830 (m, 201, H- & H-10), |
879 (¢, 1H, J = |8 Hz, Ho12), £96 (s, 1H, H.6).

CNO9 S6.98.7.00 (m, 20, H-), 740 (d, 1H, J = S64 Hz, H-1), 747 (dt, EHL S~ 7.2 He, J = L72 Hz, He), 758 (d, 1L J = S68 Hx, H-2), 782 (dd,
IH, /=80 Hz, J= |8 He, o) 897 (s, 1HLH) 1LA9 (s, TH, HA )

CNID ST T, T =He, Hlou2), 74(d, IH, H-1ou2), 744 (¢ 1H, J =50 He, H 13), 797 (&d, 1N, J = 8.2 Hz, J = 0,56 Hz, H- 12 0u 14),
8.00 (dd, LI, J = 7,92 He, J = 0.84 Hz, H-12 ou 14), 8.59 (d, 11, J = 284 Ha, H8), 9,01 (s, 1H, H6), 1294 (L, IH, H-15)

NI SR (s, L HAS), 690 (Ad, LHL D = 876 M, J = 2.56 He, H-13), 730 (d, IR Y = 576 Hz, el o 2) 73644, 1H, J =576 Hz, H. | ou 2),
TAZ(, THL = B.76 He, Ho12), 806 (4, TH, J = 248 Hae Ho L) S5, TH, S = 3012 e, HS), A2 (s, DHL Haa), 12,02 (o, 1H, H16)

= 3108 (% OF, 113, FL03), 6.80 (d. 20, J = 9.0 iz, H-) 798 ( T ou 2y T8 (
2H, ) =896 Hz, Ho), 849 (s, 1H, H.6).

e 3377 (s, SH, T-T4), 386 (s, 61T, F-T5, FI-13), 7,36 (s, 2L VI8, H-12), 730 (&, T 1L, 7 = S.08 iz 1T ou 2%, 795 (L TIL J = .08 Tz, HoT |
ou M-2), 869 (s, IH, 1.6)

p— STAL(, TH, T =372 Hz, HoD), 760 (& TH, J = 572 He, H-2), 7.77 (d, 2H, 1 = 548 Hz, oK, H-12), 794 (d, 2 1L, J = £.52 Hz, H-9, 111,
.78 (d, IH, J = 5,68 Hz, H.6),

CON23 STANAIH, I =572 He, Hel o IE2), 760 (8 THL I = S T2 H2, el o H2L 777 (A 2H, S~ S8 He, HN 0o H 12, TN (4 2 H, S~ 82

He, H9 ou H11), K75 (d, LI ) = $.68 Hz, H.6).
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24, Os compostos dessa invengdo incluem também todos os sais, ésteres e amidas
farmacologicamente aceitiveis, assim como as pro-drogas dos compostos descritos na Figura
1. O termo “sais™ refere-se aos relativamente atdxicos sais obtidos através da adi¢do de acidos

orginicos ou inorginicos aos compostos da presente invenclo.

25. Esses sais podem ser preparados in sifu durante o isolamento final e purificacdo dos
compostos, ou separadamente, reagindo o composto purificado na sua forma de base livre
juntamente com um acido orginico ou inorginico, com o posterior isolamento do sal formado.
Entende-se por sais farmaceuticamente aceitaveis, todos os: brometos, bromatos, cloretos,
cloridratos, sulfatos, bissulfatos, nitratos, carbonatos, hidrogeno-carbonatos, acetatos,
oxalacetatos, oxalatos, valeratos, oleatos, palmitatos, estearatos, laureatos, boratos, benzoatos,
lactatos, fosfatos, tosilatos, citratos, maleatos, fumaratos, succinatos, tartaratos, mesilatos,
glicoheptonatos, lactobionatos e laurilsulfonatos. Sdo incluidos também os citions presentes
em bases e os metais alcalinos, como sodio, litio, potissio, cilcio, sais de amdnio quaternirio,
08 cations amonio, @is como amonio, tetrametilaminio, tewraetlaminio, metilamina,

dimetilamina, trimetilamina e trietilamina.

26. A presente invengdo também diz respeito a todas preparagbes farmacéuticas que
contenham como principio ativo, ou um dos principios ativos, um derivado 2-amino-tiofénico,
juntamente com um ou mais adjuvantes e/ou veiculos. Como preparagho farmacéutica
entendem-se todos os: pos, grinulos, comprimidos, comprimidos revestidos, capsulas, solugdes
orais e/ou injetiveis, pomadas, cremes, elixires, xarope, emulsdes, suspensdes, loghes,
emplastos, géis, sistemas de liberagdo controlada, assim como micro ¢ nanocapsulas, micro e

nanoparticulas, complexos de inclusdo, micro e nanoemulsdes, lipossomas e hidrogéis.

27. Esses compostos 2-amino-tiofénico podem ser administrados individualmente ou
em associaglo com outros agentes terapéuticos como: antibidticos, agentes quimioterdpicos,
antibacterianos, antifingicos ¢ antivirais, imunomoduladores ¢ outros firmacos utilizados no

tratamento das infecgdes fungicas.
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28. A presente invencdo também diz respeito as possiveis vias de administragdo dos
derivados 2-amino-tiofénico, assim como das preparagdes farmacéuticas contendo algum
desses derivados, que incluem as wvias: oral, intravenosa, intra-artenal, intracramiano,
intratordxica, intraperitoneal, parenteral, ocular, retal, cutinea, subcutinea, intradérmica,

dérmica, inalatéria ou intramuscular.
Comprovaciio do potencial antifingico dos compostos ora reivindicados

29. Para comprovacdo do potencial antifingico dos derivados 2-amino-tiofénicos da
presente invengdo, testes de sensibilidade antifingica foram conduzidos, segundo as orienta-
¢des do protocolo M27-A3 para fungos leveduriformes e o CLSI M38-A2 para fungos
dermatéfitos (CLSI, 2008).

30. Foram usados oito isolados de leveduras (trés Candida albicans, trés Candida pa-
rapsilosis e dois Cryptococcus neoformans) e sete isolados de fungos dermatéfitos (dois Epi-
dermophyton floccosum, dois Trichophyton tonsurans, dois Trichophyton mentagrophytes e um
Trichophyton rubrum) obtidos na Cole¢do de Cultura Micoteca URM-UFPE, e todos foram
avaliados contra o potencial antifingico de 23 moléculas. Como padrdo de referéncia foi utili-
zado a levedura Candida parapsilosis ATCC 22019. O meio de cultura utilizado foi o RPMI
1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com L-glutamina ¢ sem bicarbonato de sédio, pH 7,0 = 0,1, com
dcido morfolino propano sulfonico (MOPS; 0,165 mol.L''; Sigma-Aldrich). O meio de cultura
foi esterilizado em membranas de 0,22 pm (Millipore, Darmstadt, Alemanha). O agente anti-
fingico comercial utilizado para comparaglo foi da classe dos triazdlicos, o fluconazol (Pfizer,
Nova York, EUA), preparado em dgua deionizada. Concentragdes do fluconazol foram prepa-
radas e usadas nos intervalos de 0,125 a 64 pg.mL"'. Os derivados 2-amino tiofénicos foram
testados nos intervalos de 2 a 1,024 pg.mL "', dissolvidas em DMSO (Dimetilsulfoxido). Os
isolados de leveduras ¢ dermatéfitos foram obtidos na Micoteca URM-UFPE a partir de isola-
dos clinicos, ¢ foram mantidos em meio Agar Sabouraud Dextrose (SDA) com adiglio de extrato
de levedura a 5% para as leveduras ¢ sem adigdo de extrato de leveduras para os dermatdfitos,
¢ incubados a 35°C. As suspensdes dos isolados foram preparadas em soluglo salina, ¢ sua
densidade ajustada de acordo com a escala 0,5 de MacFarland em 90% da transmitincia, utili-
zando um espectrofotdmetro a 530nm. O volume do indeulo foi ajustado para 5,0 mL de solugio
salina esterilizada ¢, posteriormente, diluido em RPMI 1640 para uma

137
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concentragdo de 2-5x10” céls.mL"'. Nos testes de sensibilidade foram utilizadas placas de mi-
crotitulagdo planas de 96 pogos (TPP: Trasadingen, Suig¢a). O indculo foi adicionado aos pogos
com os derivados 2-amino tiofénicos e um antifiingico comercial a serem testados, e as placas
foram incubadas a 35 °C durante 24 h para leveduras e de 4 a 7 dias para os dermatofitos a fim
de determinar as Concentragdes Inibitorias Minimas (CIM). As CIM para os derivados 2-amino
tiofénicos e o fluconazol foram determinados para 50 % de inibi¢do em relagdo aos pogos con-
troles. As CIM para as drogas ¢ o fluconazol foram determinados para 50 % de inibi¢cdo em
relagdo aos pogos controles. Todos os testes foram realizados e valores de CIM foram expressos

como média aritimética.

31. As Tabelas 3 e 4 apresentam alguns resultados que comprovam a atividade
antifingica observados dos compostos para fungos dermatdfitos (Tabela 3) e fungos
leveduriformes (Tabela 4).

32. Conforme pode ser observado na Tabela 3, varios derivados tiofénicos mostraram-
se ativos frente aos dermatofitos testados, apresentando valores de MIC variando de 512 a 16.
Alguns compostos ainda se mostraram tdo ou mais eficazes que a droga referéncia utilizada
como controle (fluconazol). As espécies fungicas que se mostraram-se mais sensiveis foram £

floccosum e T. rubrum.

33, De forma equivalente ao observado nos ensaios frente aos dermatéfitos, os ensaios
frente ds leveduras (Tabela 4), também demonstram a habilidade de vérios derivados em inibir
o crescimento fungico, em especial do micro-organismos C. neoformans, onde foram
identificados compostos com valores de MIC até 8 vezes inferiores & droga referéncia
Fluconazol (a exemplo do derivado CNO7, com MIC = 8 pg.mL"). Esses resultados, em
especial, mostram-se muito relevantes, visto que as cepas de C. neoformans testadas mostraram
resistentes ao fluconazol ¢ sensiveis & vanos derivados 2-amino tiofénicos, evidenciando que
os mesmos podem se tornar altermativas vidveis para o combate de infecgdes flngicas, a

exemplo da cniptococose,
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Atividade antifungica dos derivados Bolenicos ¢ flconazol frente 3 molados de dermatofitos. Os resaltados eho cxpressos em pg ml -
R = Ressstente. Valores de CIM acima de 1.024 pgml ', URM = Colegio de culturas URM. ATCC = American Type Culture Collection.
Tabela 4. Resultados da avali
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34. Pode-se observar que os compostos CNOS (2,6-diclorobenzaldeido), CNO6 (2-
nitrobenzaldeido), CNO7 (3-nitrobenzaldeido), CN10 (4-nitroindol-3-carboxaldeido) CN13 (4-
nitrobenzaldeido), CNI17 (3.4.5-timetoxibenzaldeido), CN19 (hidrogénio/composto ndo
substituido) CN21 (4-bromobenzaldeido) apresentaram os melhores resultados para
dermatdfitos, com valores de CIM vanando entre 16 - 64 pg/ml., sendo alguns até melhores
que o fluconazol, utilizado com referéncia. Dentre eles, o grupo nitro estd presente nos
compostos CN06 e CNO7, demonstrando que sua presenga ¢ um fator importante para atividade
antifiingica, como supracitado.

35. Esses resultados demonstram que os derivados 2-amino reivindicados nessa
inveng¢dio tém o potencial de inibir o crescimento de diversas espécies fungicas, que incluem,
mas nlio se limitam a Candida albicans, Candida parapsilosis, Cryptococcus neoformans,
Epidermophyton floccosum, Trichophyton tonsurans, Trichophyton mentagrophytes e
Trichophyton rubrum podendo, portanto ser novas alternativas terapéuticas para o tratamento
de infecgdes causadas por fungos.

Avaliagiio da toxicidade dos compostos ora reivindicados

36. Para a avaliagiio da toxicidade dos compostos, foi realizado o teste de atividade
hemolitica. Hemacias humanas do tipo O foram suspensas em solugdo salina (NaCl 0,85 % +
CaCl; 10 mM) a 2 % e incubadas em placas de 96 pogos de fundo arredondado com diferentes
concentragdes dos derivados 2-amino tiofénicos. As placas foram incubadas por um periodo de
3 horas a 37 °C sob constante agitaglio e, posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
3500 rpm por 4 min a 4 °C ¢ a absorbincia do sobrenadante medida em 540nm (Benchmark
Plus, BIO- RAD, Software Microplate Manager -~ verslio 5.2) para estabelecer o percentual de
hemolise. Como controle positivo de lise celular foi utilizado Triton X-100 (Sigma-Aldrich,
Co., St. Louis, MO, USA) a 1% e solugdo salina (NaCl 0,85% + CaCl: 10mM) como controle
negativo. Os experimentos foram realizados em quadruplicada, com repetigdo em intervalos de
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tempo distintos. Os resultados foram expressos como porcentagem de hemolise determinada
através da equagio descrita abaixo, onde a absorbincia ¢ (Abs), controle positivo (CP) e controle
negativo (CN).

(Abs.do tratado — Abs.do CN)x 100
(Abs do CP — Abs do CN)

Atividade hemolitica (%) =

37. Na figura 4 ¢ apresentada o resultado da atividade hemolitica para sete derivados
2-amino-tiofénicos com promissora atividade antifingica frente aos dermatéfitos utilizados

nessa pesquisa.

38. Sete moléculas de derivados 2-amino-tiofénos foram selecionadas no presente es-
tudo. As sete moléculas apresentaram o melhor perfil de atividade antifungica frente aos der-
matofitos. As caracteristicas fisico-quimicas bem como os dados de ressonincia magnética
nuclear de Hidrogénio dos compostos estiio descritos na Tabela | e 2. Os valores da atividade
hemolitica derivados 2-amino tiofénicos com atividade antifingica estdo descritos na figura 4
por meio de valores em porcentagem de hemolise. De um total de sete moléculas, as moléculas
CNOS, CN19 ¢ CN21 que apresentam em sua estrutura halogénios como cloro (CN0S) e grupo
nitro (CNO6) apresentaram uma taxa de hemolise de 5 %. A molécula CN0O6 que apresenta em
sua estrutura um grupo nitro, apresentou uma taxa moderada de hemohse (12,5 %) ¢ a CNO7
que apresenta em sua estrutura um grupo nitro, apresentou a maior taxa de atividade hemolitica
(50 %). As moléculas CN13 ¢ CNI17 que apresentam em sua estrutura um grupo nitro ¢ trime-
toxibenzilideno respectivamente apresentaram as menores taxas de hemolise, sendo encontrado
resultado de 2,5 %.

39. Esses dados demonstram claramente que os compostos da presente invenglio podem
ser utilizados como agentes antifingicos frente a uma grande variedade de micro-organismos
como espécies de leveduras e dermatéfitos, que sdo potenciais agentes causadores de diversas

patologias a0 homem ¢ uma grande variedade de animais,
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REIVINDICACOES

Derivado 2-amino-tiofénico com acdo antifingica, caracterizado pelo composto 2-[(4-
metoxibenzilideno)Jamino}-tiofeno-3-carbonitrila (CNO1) para uso humano e veterinario.

Derivado 2-amino-tiofénico com ag¢do antifingica, caracterizado pelo composto 2-[(4-
clorobenzilideno Jamino]-tiofeno-3-carbonitrila (CN02) para uso humano e veterinario.

Derivado 2-amino-tiofénico com agdo antifingica, caracterizado pelo composto 2-[(4-
fluorobenzilideno)amino]-tiofeno3carbonitrila (CNO3) para uso humano e veterinario.

Derivado 2-amino-tiofénico com agdio antifingica, caracterizado pelo composto 2-[(2,4-
diclorobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila (CN04) para uso humano e veterinario.

Derivado 2-amino-tiofénico com ag¢dio antifingica, caractenizado pelo composto 2-[(2,6-
diclorobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila (CN0OS) para uso humano e veterinario.

Derivado 2-amino-tiofénico com agdio antifingica, caracterizado pelo composto 2-[(2-
nitrobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila (CN06) para uso humano e veterindrio.

Derivado 2-amino-tiofénico com agdo antifingica, caractenizado pelo composto 2-[(3-
nitrobenzilideno)amino|-tiofeno-3-carbonitrila (CNO7) para uso humano e veterindrio.

Derivado 2-amino-tiofénico com agdo antifiingica, caractenizado pelo composto 2-[(3-
hidroxibenzilidenojamino-tiofeno-3-carbonitrila  (CNO8) para uso humano e

veterindrio,

Derivado 2-amino-tiofénico com agdio antifingica, caracterizado pelo composto 2-[(4-
metilbenzilideno)amino|-tiofeno-3-carbonitrila (CN09) para uso humano e veterinario.

Derivado 2-amino-tiofénico com agiio antifingica, caracterizado pelo composto 2-{[(4-
nitro- | H-indol-3-il)metileno Jamino | -tiofeno-3-carbonitrila (CN10) para uso humano ¢
veterindrio.

Derivado 2-amino-tiofénico com aglio antifingica, caracterizado pelo composto 2-{[(5-
metoxi- 1 H-indol-3-il)-metilenojamino | -tiofeno-3-carbonitrila (CN11) para uso humano
¢ veterinirnio,
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Derivado 2-amino-tiofénico com acdo antifiingica, caracterizado pelo composto 2-
[(4dimetilaminobenzilideno jJamino]-tiofeno-3-carbonitrila (CN12) para uso humano e

veterindrio.

Derivado 2-amino-tiofénico com acdo antifingica, caracterizado pelo composto 2-
[(4nitrobenzilideno jamino |-tiofeno-3-carbonitrila {CN 13 para uso humano e veterinario.

Derivado 2-amino-tiofénico com agdo antifiingica, caracterizado pelo composto 2-{[{ 1H-
indol-3-iljmetileno]amino § -tiofeno-3 -carbonitrila (CN 15) para uso humano e veterinario.

Derivado 2-amino-tiofénico com acllo antifiingica, caracterizado pelo composto 2-
[(3,4,5-trimetoxibenzilideno Jamino |-tiofeno-3-carbonitrila (CN17) para uso humano e
velerinario.

Derivado 2-amino-tiofénico com aclio antifingica, caracterizado pelo composto 2-
{benzilideno-amino J-tiofeno-3-carbonitrila (CN19) para uso humano e veterinario.

Derivado 2-amino-tiofénico com aglio antifingica, caracterizado pelo composto 2-[(2,3-
diclorobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila (CN20) para uso humano e veterinario.

Derivado 2-amino-tiofénico com ac¢lo antifingica, caracterizado pelo composto 2-[{4-
bromobenzilideno )amino]-tiofeno- 3-carbonitrila (CN21) para uso humano e veterindrio.

Derivado 2-amino-tiofénico com a¢lo antifingica, caracterizado pelo composto 2-[(2-
clorobenzilidenojamino |-tiofeno-3-carbonitrila (CN22) para uso humano e veterindrio.

Derivado 2-amino-tiofénico com aglo antifingica, caracterizado pelo composto 2-{[(1,1'-
bifenil d-il-metileno)amino | tiofeno-3-carbonitrila  (CN23) para uso humano e
veterinario.

Derivado 2-amino-tiofénico com aglio antifingica, caractenzado pelo composto 2-
[(quinolin-2-il-metileno)amino |-tiofeno-3-carbonitrila  (CN24) para uso humano e
veterindrio.

Derivado 2-amino-tiofénico com agllo antifingica, caractenzado pelo composto 2-
[(piridin-2-il-metileno jJamino|-tiofeno-3-carbonitrila  (CN25) para uso humano e

velerindrio,

Derivado 2-amino-tiofénico com aglo antifiingica, caracterizado pelo composto 2-[(3-
etoxi-4-hidroxibenzilidenojamino]-tiofeno-3-carbonitrila (CN26) para uso humano e

velerindrio,
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Derivado 2-amino-tiofénico com ag¢do antifingica, caracterizado pelo composto 2-[(5-
bromo-1H-indol-3-il)metilenamino}-tiofeno-3-carbonitrila (CN27) para uso humano e

veterinario.

Derivado 2-amino-tiofénico com ag¢do antifiingica, caracterizado pelo composto 2-[(7-
metil-1H-indol-3-il)metilenamino]-tiofeno-3-carbonitrila (CN28) para uso humano e

veterinario.

Composto 2-amino-tiofénico com ag¢do antifingica para uso humano e/ou veterinario, de
acordo com qualquer das reinvindicagdes de 1 a 25, caracterizado por ter a formula
estrutural geral I, conforme Figura |, compreendendo o radical anl, podendo representar
qualquer radical benzénico, naftalénico, ou heteroaromaticos, como quinolina,
isoquinolina, benzo[d][1,3]dioxol, pirrol, pirrolidina, tiofeno e furano, e
preferencialmente indol, podendo ainda esses grupos arila serem monosubstituido,
disubstituidos ou trisubstituido com quaisquer um dos seguintes substituintes, que podem
ser iguais ou diferentes entre si: H, quaisquer grupos alquilicos contendo de | a 15
carbonos de cadeia linear ou ramificada, grupos alquenil contendo de | a 15 carbonos de
cadeia linear ou ramificada, grupos alquinil contendo de | a 15 carbonos de cadeia linear
ou ramificada, ~-CN, -NOz, -NHa, -NHR, -NRR, -OCH3, ~OEt, ~OiPr, OR, -F, -Cl -
Br, -1, -COOH, -COOR, -CONH,, -CONHR, -CONHRR, -OH, trifluorometil ou
difluormetil.

Uso de quaisquer sais, ésteres ¢ amidas farmacologicamente aceitiveis, assim como suas
pro-drogas, dos compostos contidos nas reivindicagdes de | a 26 incluindo brometos,
bromatos, cloretos, cloridratos, sulfatos, bissulfatos, nitratos, carbonatos, hidrogeno-
carbonatos, acetatos, oxalacetatos, oxalatos, valeratos, oleatos, palmitatos, estearatos,
laureatos, boratos, benzoatos, lactatos, fosfatos, tosilatos, citratos, maleatos, fumaratos,
succinatos, tartaratos, mesilatos, glicoheptonatos, lactobionatos e laurilsulfonatos, sendo
incluidos também os cations presentes em bases ¢ os metais alcalinos, como sodio, litio,
potdssio, cdlcio, sais de amdnio quaterndrio, os cdtions amdnio, tais como amdnio,
tetrametilamdnio,  tetraetilamdnio, metilaming,  dimetilamina,  trimetilamina ¢
trictilamina, caracterizado para aplicagdo na satde humana ¢/ou animal com fins de tratar
infecgdes flngicas,
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Uso dos compostos tiofénicos descritos nas reivindicagdes de | a 26, e/ou seus sais,
ésteres, amidas ou pro-drogas farmacologicamente aceitaveis descritos e caracterizados
para as aplicagdes de acordo com a reivindicacdo 27, causadas por quaisquer agentes
fiungicos, especialmente, porém sem se limitar a espécies de Epidermophyton floccosum,
Trichophyton tonsurans, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Candida

albicans, Candida parapsilosis e Cryptococcus neoformans.

Uso dos compostos tiofénicos descritos nas reivindicagdes de | a 26, e/ou seus sais,
ésteres, amidas ou pro-drogas farmacologicamente aceitaveis descritos na reivindicagdo
27, caracterizado por serem administrados de forma isolada, individual como (nico
principio ativo, ou administrados em associagdo com outros farmacos antimicrobianos,
antibidticos, antifingicos, agentes citotoxicos, imunomoduladores e antivirais frente
microrganismos descritos na reivindicagio 28,

Uso dos compostos tiofénicos descritos nas reivindicagdes de 1 a 26, ¢/ou seus sais,
ésteres, amidas ou pro-drogas farmacologicamente aceitiveis descritos na reivindicagdo
27, caractenzado por ser utilizado como principio ativo, ou um dos principios ativos, para
producdo de preparagdes farmacéuticas e/ou veterinarias sob a forma de pés, grinulos,
comprimidos, comprimidos revestidos, capsulas, solugdes orais e/ou injetdveis, pomadas,
cremes, elixires, xarope, emulsdes, suspensdes, logdes, emplastos, géis, sistemas de
liberagdio controlada como micro ¢ nanocipsulas, micro ¢ nanoparticulas, complexos de
inclusdo, micro ¢ nanoemulsdes, lipossomas ¢ hidrogéis, conforme reivindicagio 29,
juntamente com um ou mais adjuvantes ¢/ou veiculos, frente microrganismos descritos

na reivindicagdo 28.

Uso dos compostos tiofénicos descritos nas reivindicagdes de | a 26, ¢/ou seus sais,
ésteres, amidas ou pro-drogas farmacologicamente aceitdveis descritos ¢ caracterizados
para as aplicagdes de acordo com reivindicagiio 27, frente microrganismos descritos na
reivindicagdo 28, administrados sob quaisquer formas de administraglio descritos na
reivindicagio 29, incorporados em alguma das preparagdes farmacéuticas ¢/ou
veterindrias descritas na reivindicaglo 30, caracterizado por ser administrado através de
uma via de administragdo que inclua:
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via oral, intravenosa, intra-arterial, intracraniano, intratorixica, intraperitoneal,
parenteral, ocular, retal, cutinea, subcutinea, intradérmica, dérmica, inalatoria ou

intramuscular.

Uso dos compostos tiofénicos descritos nas reivindicagdes de | a 26, e/ou seus sais,
ésteres, amidas ou pro-drogas farmacologicamente aceitaveis descritos de acordo com
reivindicacdo 27, frente microrganismos descritos na reivindicacio 28, caracterizados por
poderem ser utilizados como principio ativo, ou um dos principios ativos, para produgio
de saneantes e/ou desinfetantes de estabelecimentos de assisténcia i salide sob a forma de
pos, grinulos, comprimidos ou cipsulas dispersiveis, solughes, emulsdes, suspenses
passiveis de serem aplicadas sobre superficies fixas e artigos médicos criticos,

semicriticos € ndo criticos.
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RESUMO

DERIVADOS 2-AMINO-TIOFENICOS COMO AGENTES ANTIFUNGICOS

A presente patente de invengdo aborda novos compostos sintéticos derivados de 2-amino-
tiofénicos, que apresentam acdo antifingica. Os precursores 2-amino-tiofénicos apresentados
nessa patente foram sintetizados através da quarta versdo da reagdo de Gewald. A avaliagdo in
vitro da sensibilidade de espécies dos géneros Candida e Cryptococcus, além dos fungos
filamentos dos géneros Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton contra 19 derivados 2-
amino-tiofénicos foi realizada pelo método de microdiluiglo em caldo. Os compostos mais
bioativos in vitro seguiram avaliagdo da toxicidade pela atividade hemolitica. Os compostos
mais ativos para as leveduras (CIM 8 - 16 pg.mL) foram o CNO2, CNO6, CNO7, CNOS, CN10,
CNI11, CN21 e CN23, sendo o CNO7 o que apresentou excelente resultado frente a (.
neoformans, com um CIM de 8 pg.ml e para dermatéfitos (CIM 32 - 1.024 pg.mL) CNOS,
CN06,CNO7, CN17, CN19 com CIM de até 32 pg/mL para as moléculas CNO3, CN19 e CNO6.
No que se refere a atividade hemolitica, as moléculas CN13 ¢ CN17 apresentaram as menores
taxas de hemolise, sendo 2,5 %. Diante do exposto, os derivados de tofeno 2-amino-
substituidos demonstram-se moléculas promissoras no desenvolvimento de compostos
antifingicos. Estudo in vive sdo essenciais para futuras aplicagdes médicas,
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