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LIMA, A. S. Avaliacdo da atividade antifungica de 2-Cloro-N-Fenilacetamida (A1ClI) contra
espécies de candida de origem clinica. 2023. 124p. Tese (P6s-Graduacdo em Produtos Naturais
e Sintéticos Bioativos - Farmacologia). Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da
Paraiba, Jodo Pessoa, 2023.

RESUMO

Candida e micoses sdo uma preocupacao crescente de salde publica global. Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida parapsilosis estdo na lista de patdgenos fangicos prioritarios
criada pela Organizacao mundial de satde. Assim, é planejado o desenvolvimento de pesquisas
para geracdo de novos farmacos com intuito de combater e prevenir o desenvolvimento de
resisténcia. Neste sentido, estudos de prospecgdo com intermediédrios de reacGes com
grupamentos de amidas e atomos de cloro sdo uma estatégia promissora. Este trabalho teve
como objetivo avaliar a atividade antifungica da molécula sintética 2-Cloro-N-fenilacetamidas
(ALCI), frente C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis. A concentracdo inibitoria minima
(CIM) foi determinada por microdilui¢do, de modo que os valores variaram de 16 a 256 pug/mL
para A1Cl e 8 a 512 pg/mL para fluconazol (controle positivo). A concentracdo fungicida
minima foi semelhante a CIM, para ambos os compostos avaliados, confirmando efeito
fungicida de A1CIl. No modelo de alterac6es morfologicas (técnica de microcultivo), A1Cl e
fluconazol reduziu a formacéo de estruturas de viruléncia comparados aos seus respectivos
controles, evidenciando um efeito dependente de concentracdo. A presenca de sorbitol e
ergosterol exdgeno ndo alterou os valores de CIM, confirmando que A1CI ndo exerce efeito
inteferindo na funcionalidade e/ou integridade da parede e membrana celular, respectivamente.
O estudo de associacdo (checkerboard) de A1CI com fluconazol resultou em efeito antiflngico
de indiferenca. No ensaio de efeito antibiofilme in vitro A1CI foi capaz de inibir a formacao de
biofilme em mais de 45% e 80% (***p<0,001), e capaz de promover ruptura de biofilme pré-
formado em mais de 35% e 60% (***p<0,001), em concentracdes sub e suprainibitorias,
respectivamente, quando comparados aos respectivos grupos controle. Todavia, para fluconazol
alcancar 50% (***p<0,001) ou mais de efeito de inibicdo foi necessario concentracbes
suprainibitorias. De forma semelhante, A1CI (CIM) foi capaz de inibir em mais de 50%
(***p<0,001) a formacdo de biofilmes em modelo ex vivo (fragmentos de unhas) e para o
fluconazol alcancar o mesmo efeito antibiofilme em mais de 50% foi necessario 4xCIM. A1CI
apresentou valores de energia de ligacdo maiores ou proximos ao fluconazol em pelo menos
uma funcéo de pontuagédo, para Dihidrofolato redutase (DHFR), Geranilgeraniltransferase-I
(GGTase-l) e Protease aspartica-2 (SAP-2), de modo que essas enzimas, podem ser alvos
susceptiveis a acdo antifungica de A1Cl. O RMSD dos complexos avaliados revelou
estabilidade em torno de 2-3ns e manteve sua estabilidade acima de 10 ns. Para 0 RMSF dos
complexos, observamos interagdes semelhantes as pesquisadas no docking apos simulacoes
dindmicas em tempos de 200 e 600ps e que A1CI permaneceu no sitio ativo sob a influéncia de
solventes e flexibilidade estrutural. Diante desses resultados é possivel inferir que AL1CI
apresenta efeito antifungico e que essa atividade esta relacionada com mecanismos
antibiofilmes e ligacdo a DHFR e SAP-2.

Palavras-chave: 2-Cloro-N-Fenilacetamida; Candida, antibiofilmes, docking molecular e

dindmica molecular.
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ABSTRACT

Candida and mycoses are a growing global public health concern. Candida albicans, Candida
tropicalis and Candida parapsilosis are on the list of priority fungal pathogens created by the
World Health Organization. Thus, the development of research is planned to generate new drugs
in order to combat and prevent the development of resistance. In this sense, prospective studies
with reaction intermediates with amide groups and chlorine atoms are a promising strategy. This
work aimed to evaluate the antifungal activity of the synthetic molecule 2-Chloro- N-
phenylacetamides (A1Cl) against C. albicans, C. tropicalis and C. parapsilosis. The minimum
inhibitory concentration (MIC) was determined by microdilution, so that values ranged from
16 to 256 pg/mL for AL1Cl and 8 to 512 pg/mL for fluconazole (positive control). The minimum
fungicidal concentration was similar to the MIC, for both evaluated compounds,confirming the
fungicidal effect of ALCI. In the model of morphological changes (microculturetechnique),
Al1CI and fluconazole reduced the formation of virulence structures compared to their
respective controls, showing a concentration-dependent effect. The presence of sorbitol and
exogenous ergosterol did not alter the MIC values, confirming that A1Cl has no effect
interfering with the functionality and/or integrity of the cell wall and membrane, respectively.
The association study (checkerboard) of A1Cl with fluconazole resulted in an antifungal effect
of indifference. In the in vitro antibiofilm effect assay, AL1Cl was able to inhibit biofilm
formation by more than 45% and 80% (***p<0.001), and was able to promote preformed
biofilm rupture by more than 35% and 60 % (***p<0.001), in sub and supra inhibitory
concentrations, respectively, when compared to the respective control groups. However, for
fluconazole to achieve 50% (***p<0.001) or more inhibition effect, suprainhibitory
concentrations were required. Similarly, A1Cl (CIM) was able to inhibit by more than 50%
(***p<0.001) the formation of ex vivo biofilms (nail fragments) and for fluconazole to achieve
the same antibiofilm effect by more than 50% 4xCIM was required. A1Cl showed binding
energy values greater than or close to fluconazole in at least one scoring function, for
Dihydrofolate reductase (DHFR), Geranylgeranyltransferase-1 (GGTase-1) and Aspartic
Protease-2 (SAP-2), so that these enzymes, may be targets susceptible to the antifungal action
of A1CI. The RMSD of the evaluated complexes revealed stability around 2-3ns and maintained
its stability above 10 ns. For the RMSF of the complexes, we observed interactions similar to
those investigated in docking after dynamic simulations at times of 200 and 600ps and that
A1Cl remained in the active site under the influence of solvents and structural flexibility. Given
these results, it is possible to infer that A1CI has an antifungal effect and that this activity is
related to antibiofilm mechanisms and binding to DHFR and SAP-2.

Keywords: 2-Chloro-N-Phenylacetamide; Candida, antibiofilms, molecular docking and

molecular dinamic.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais dos fungos

Os fungos em épocas remotas foram considerados como vegetais, porém, por apresentar
caracteristicas que permitissem sua diferenciacdo das plantas, como o fato de ndo sintetizarem
clorofila nem qualquer pigmento fotossintético; possuirem parede celular composta de quitina
ao invés de celulose (com algumas excecdes) e capacidade de armazenar glicogénio, permitiu
a sua classificagdo em um reino a parte denominado Fungi (MOORE et al., 2020).

Esta divisdo esta delimitada atualmente com base em caracteristicas peculiares, que
incluem aspectos morfoldgicos (macroscopico, microscopico e ultramicroscépico), bem como
[fisiologicos. Apesar de muitas estruturas fngicas serem similares dos animais, com 0s quais
0 reino esta mais relacionado filogeneticamente, outras apresentam varia¢Ges e outras ainda,
sdo exclusivas dos fungos (LOGUERCIO-LEITE et al., 2006).

Os fungos sao caracterizados como organismos eucarioticos, heterotroficos formados por
uma parede celular quitinosa espessa, por membrana celular que contém lipideos,glicoproteinas
e esterdis; mitocondrias, complexo de Golgi, ribossomos ligados ao reticulo endoplasmatico;
citoesqueleto constituido por microtdbulos, microfilamentos e filamentosintermediario e por
ndcleo bem definido circundado por uma membrana nuclear (LOGUERCIO-LEITE et al.,
2006; DA SILVA; MALTA, 2016; BATODI et al., 2018).

Quando apresentam estruturas unicelulares sdo caracterizadas como leveduras e quando
possuem estruturas pluricelulares apresentam hifas ramificadas e septadas ou ndo; todavia sua
morfologia pode variar dependendo das condi¢cdes ambientais, nutricionais e de temperatura
(DA SILVA et al., 2014).

Essas descricdes demonstram que esses microrganismos possuem células bastante
semelhantes as hospedeiras o que implica diretamente elaborar estratégias terapéuticas
especificas dirigidas contra esses fungos e que sejam atdxicas ao hospedeiro (SCHAECHTER
et al., 2002).

1.2 Fungos do género Candida

As leveduras do género Candida pertencem ao reino Fungi, divisdo Eumycota, subdivisdo
Deuteromycotina, classe Blastomycetes, familia Cryptococcacea (BARBIERI, 2014). Esse
género, compreendendo aproximadamente 200 espécies, entretanto, apenas 20% sdo descritas
como leveduras patogénicas em humanos (LIONAKIS; EDWARDS, 2015).
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Esse microrganismos formam comunidades de espécies associados aos fatores fisicos,
quimicos ou bidticonecessarios para seu crescimento, denominados de autoctones quando
necessitam de componentes essenciais para sobrevivéncia e aloctone guando transitorios ou
presentes fortuitamente (STEPHENSON et al., 2022).

Em relacdo a sua morfologia, macroscopicamente sdo caracterizadas por consisténcia
cremosa, brilhantes ou opacas, com coloracdo branca a creme, todavia podem apresentar
coloracdo em cor marfim ao vermelho (GORTHI, 2019).Na microscopia as células
leveduriformes podem variar de 5 a 8 mm de didmetro, células simples, arredondadas, ovais
ou alongadas, parede celular delgada que se multiplicam quase sempre por brotamento na regiéo
polar, de modo que a célula-mé&e origina uma gémula, o blastoconidio. Uma vez formando
células alongadas (pseudo-hifas) que se diferenciam de células verdadeiras (hifas) por
apresentarem constri¢fes nos septos (Figura 1) (GUPTA; GUPTA, 2017).

Conforme capacidade de reproducdo de forma sexuada, sdo agrupadas em duas grandes
classes: Ascomycetes (leveduras verdadeiras) que formam ascdsporos no interior da célula e
Basidiomycetes, capazes de elaborar esporosexternos. Deuteromycetes (leveduras falsas) se
reproduzem de modo assexuado formando um conjunto artificial de ascOsporos ou
basidiosporos, uma condicdo conhecida como estado anamorfo (STEPHENSON et al., 2022).

Nos ultimos dez anos a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), tem demonstrado que
fungos patogénicos prioritarios, sdo essenciais para guiar pesquisa, desenvolvimento e acao de
salde publica, como Candida albicans uma levedura patogénica distribuida globalmente.
Membro comum de microbiota de humanos na maioria dos casos, ndo produzem danos em
condicdes saudaveis. No entanto, podem se multiplicar em mucosas e tecidos queratinizados
qguando ultrapassam as barreiras inatas e adaptativas, gerando doencas. As tendéncias de
infecccBes por C. albicans nos ultimos 10 anos séo estaveis, mas as estimativas de incidéncia e
espécies em distribuicdo parecem indicar que as infeccBes causadas por C. albicans estdo
caindo em relacdo a C. tropicalis e C. parapsilosis, leveduras comensais distribuidas
globalmente com potencial patogénico com propensdo para formacdo de biofilmes
(ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2022), favorecendo para altas taxas de resisténcia e

severidade em onicomicoses.
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Figura 1: Caracteristicas de macro e micromorfologia de Candida albicans.

Colonias de caracteristicas cremosas e coloragdo branco-azul, semeados em Agar Sabouraud Dextrose
(A). Presenca de pseudo-hifas, células alongadas e clamidoconidios (B). Aumento de 40x. Fonte:
Autoria propria, 2020.

1.3 Patogenia e resposta imunoldgica

As infeccdes fungicas, especialmente as onicomicoses iniciam-se por desequilibrio entre
microbiota, falha nas defesas imunoldgicas ou evasdo do patdgeno as respostas imunes, por
meio de mecanismos extras e intracelulares, ou seja, quando ocorre deplecdo de fatores
defensivos e aumento das ac¢des dos principais fatores de viruléncia: aderéncia ao tecido do
hospedeiro, formacéao de biofilmes, pleomorfismo, secre¢éo de toxinas, enzimas hidroliticas e
variabilidade fenotipica (“switching”) (CAVALCANTE, 2017).

Os mecanismos de adesdo dos microrganismos patogénicos as células hospedeiras sdo
mediados por proteinas especificas, denominadas de adesinas, localizadas na parede celular
fangica que conferem aos fungos capacidade de aderir a proteinas, fibrinogénio, fibronectina
e acucares presentes na superficie celular do hospedeiro, bem como por fatores inespecificos,
como: propriedades fisico-quimicas, hidrofobicidade e forcas eletrostaticas favorecendo desse
modo o processo infeccioso (BRUNKE; HUBE, 2013, DEORUKHKAR; SAINI, 2016).

Posteriormente, no passo de iniciacdo, a proliferacdo das células leveduriformes e
formagdo dos tubos germinativos refletem-se na formacéo de estruturas filamentosas - hifas
e/ou pseudo-hifas favorecendo formacao de biofilmes. Seguidamente, com a maturacdo dessa
estrutura ocorre a acumulacgdo dos constituintes a uma matriz extracelular, tornando-se assim
a sua estrutura mais resistente (SHARMA et al., 2019).

Algumas espécies de Candida apresentam a capacidade pleomérfica de alternancia

reversivel entre a forma de leveduras (crescimento isotropico) e a filamentosa, hifa e/ou pseudo-
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hifa (crescimento apical), caracterizando uma capacidade de germinacdo de fatores de
viruléncia, favorecendo maior resisténcia a fagocitose e facilitando a novos processos de adesao
e invasdo das células hospedeiras (Figura 2) (SHARMA et al., 2019).

Além disso, a alternancia de morfologia é também controlada por mecanismos de
reguladores de transcricao e transducdo de sinal, como proteina cinase A (PKA) e proteinas
cinases ativadas por mitdgenos (MAPK) (SHARMA et al., 2019).

Figura 2: Principais vias de sinalizacdo celular de regulacdo de morfogénese em espécies de
Candida.

- - -------_----a_’.

[+ 1

Jr e m -

.........................

J
- - -

A - Morfogénese de Candida pode ser bloqueada com tratamento com compostos antiflngicos, incluindo azéis,
equinocandinas e polienos. B - InteragBes entre vias de sinalizacdo que governam a morfogénese e a resisténcia a
drogas. A via da proteina quinase C (PKC)-MAPK e a via CAMP-PKA estdo envolvidas em resisténcia a drogas e
morfogénese em Candida. C - Regulacdo transcricional da resisténcia a drogas antifingicas e morfogénese. Os
fatores de transcricdo Efgl e Ndt80 foram previamente ligados & modulacéo da expressao de hifas promovendo a
filamentacdo. D - Acoplamento de morfogénese de Candida e resisténcia a drogas através de formacéo de biofilmes.
Os biofilmes de espécies polimoérficas de Candida s&o tipicamente compostos por diversos morfologias: hifas,
pseudo-hifas e leveduras. Fonte: Adaptado de: Sharma et al., 2019.
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As enzimas hidroliticas extracelulares constituem o fator de viruléncia com maior
significado na infeccdo por Candida, devido capacidade de degradacdo de queratina
(principalmente em unhas), o colageno e mucina das membranas epiteliais e mucosa da célula
hospedeira, além disso, degradam componentes de defesa (imunoglobulinas, complemento
e citoquinas) acentuando os fatores de viruléncia, patogenicidade e progressao de infeccdo
(DEORUKHKAR; SAINI,DEORUKHKAR; SAINI, 2016).

A capacidade de switch fenotipico “troca fenotipica” pode ser acompanhada por alteracdes
na expressdo de antigenos, morfologia das colbnias e afinidades teciduais no hospedeiro por
Candida spp. A troca pode fornecer as células patogénicas uma flexibilidade/plasticidade que
resulta em adaptacdo do organismo a condicGes hostis impostas pelo hospedeiro, contribuindo
para sobrevivéncia e propagacao deinfeccdo (CALDERONE; FONZI, 2001).

A imunidade inata é essencial para desencadear e modular a resposta imune adaptativa
contra a infeccdo. Apesar de restrito as camadas superficiais, os fungos patogénicos podem
desencadear processos inflamatérios. Os receptores de reconhecimento de padrGes (PRRS),
como, receptores do tipo Toll (TLRs), receptores do tipo lectina e dectina-1 e dectina-2, que
estdo presentes nos queratindcitos, células dendriticas, células de Langerhans, macréfagos,
células B e T reconhecem padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPS) e participam
no controle da ativacéo da resposta imune adquirida (GUPTA et al, 2016).

As respostas de perfil Thl e Thl7 podem ser responsaveis pela imunidade protetora
contra fungos, enquanto se supde que as respostas Th2 estdo associadas a efeitos deletérios. As
células Treg e Th17 induzidas podem surgir da mesma célula precursora e a diferenciacao
seletiva seria favorecida na presenca do fator de crescimento transformador B (TGF-B), que
determinaria a predominancia de células Treg com atividade supressora ou células Th17 com
atividades inflamatérias, determinando a progressdao e grau da doenca. Os processos
imunologicos para onicomicoses € pouco conhecida, de modo que uma compreensdo dos
mecanismos fisiopatologicos das respostas imunes a doenca pode fornecer novas abordagens

moleculares e direcionar novos alvos para a terapia antifingica (GUPTA et al, 2016).

1.4 Onicomicoses
Os fungos do género Candida estdo associados as onicomicoses, uma afeccao
normalmente assintomatica, apresentando-se no inicio de sinais clinicos alteraces do aspecto

da unha com espessamento da placa ungueal. Geralmente ha onicolise, queratose subungueal,
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alteracdo de coloragdo, branco-amarelado até o acastanhado (melanoniquia), onicorrexe e
onicodistrofia. Conforme progressdo da lesdo pode progredir e causar desconforto, dor,
parestesia e implicacGes nas atividades diarias (SCHALLER et al, 2017).

As unhas acometidas tornam-se frageis, finas, desfiguradas e discromicas. Esta condi¢ao
patoldgica afeta a qualidade de vida, com perda da autoestima do paciente podendo resultar em
limitacGes fisicas, ocupacionais e sociais (FLORES et al, 2016). Dentre os principais fatores
relacionados a onicomicose estdo umidade, uso prolongado de calcados fechados, trauma
ungueal repetitivo, predisposicéo genética e doencgas crénicas (CANESCHI et al, 2017).

Essa afeccdo pode ser classificada, conforme a extensdao, comprometimento, localizacédo
da lesdo e coloracdo (TOSTI; PIRACCINI, 2018):

- Onicomicose subungueal distal e lateral, é a forma mais comum dessa infec¢do, os
microrganismos infectantes invade o leito da unha, comecando pelo hiponiquio e migracéo para
a regido proximal da unha através da matriz subjacente. Além do mais, ocorre uma
hiperqueratose subungueal, ocasionando a ruptura e coloracdo amarelada da lamina da unha,
conforme figura 3 (PIRACCINI; ALESSANDRINI, 2015, FREEDMAN; TOSTI, 2017,
GUPTA et al, 2018).

Figura 3: Onicomicose subungueal distal e lateral

Fonte: Adaptado de Piraccini e Alessandrini (2015).



31

- Onicomicose superficial branca, os fungos invadem a placa ungueal dorsal e formam
colbnias que aparecem como formacdes brancas opacas, facilmente raspadas, como pode ser
visualizado na figura 4. O diagndstico diferencial inclui fragilidade superficial das unhas devido
ao uso prolongado de esmalte e leuconiquia transversal da unha devido a trauma (PIRACCINI;
ALESSANDRINI, 2015).

Figura 4: Onicomicose distal e lateral

Fonte: Adaptado de Mlacker e Tosti (2017).

- Superficial subungueal proximal, € um subtipo relativamente incomum, e ocorre quando
o fungo infectante invade a unha pela regido proximal por meio da area da cuticula e migragéo
para a regido distal com uma reacdo inflamatoria leve, onicdlise proximal, leuconiquia e
destruicdo da lamina na regido da proximal, como visualizado na figura 5 (GLINOS; TOSTI,
2017, GUPTA et al, 2018).

Figura 5: Onicomicose superficial subungueal proximal

Fonte: Adaptado de Piraccini e Alessandrini (2015).
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- Endonix é caracterizada por invasdo macica da placa ungueal na auséncia de
envolvimento do leito ungueal. Clinicamente, a unha afetada pode mostrar uma divisdolamelar
e uma descoloracdo branca leitosa. A placa ungueal estd firmemente presa ao leito ungueal e

n&o hé hiperceratose ou onicélise no leito ungueal, conforme figura 6 (LIPNER; SCHER, 2019,
LEUNG et al, 2020).

Figura 6: Onicomicose Endonyx

Fonte: Adaptado de Shah e Tosti (2017).

- Distrofia total corresponde ao estagio mais grave da onicomicose, e pode resultar de
uma onicomicose subungueal distal e lateral ou onicomicose proximal subungueal de longa
duracdo em que a placa ungueal é difusamente espessada, fridvel, com completa destruicdo das
camadas de queratina das unhas, conforme figura 7 (GUPTA et al., 2018, LEUNG et al, 2020).

Figura 7: Onicomicose em distrofia total

Fonte: Adaptado de Mohanty et al. (2019).
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Essa doencga merece atengdo porgque em casos nao tratados tém o potencial de levar a
complicacdes graves, como ulceracdo de dedos e pés, ou até mesmo amputacdes de membros

em virtude de infec¢des oportunistas (GUPTA et al., 2018).

1.5 Epidemiologia de onicomicoses

Até o século XIX, a onicomicose era considerada uma infecgcdo rara, descrita pela
primeira vez por Meissner, um estudante alemio em 1853. Entretanto sua prevaléncia foi
aumentando a partir da primeira metade do século XX, provavelmente por mudancas em
migracao populacional o que ocasionaram a translocacéo e distribuicao de espécies fungicas.

Além disso, mudancas relacionadas ao estilo de vida, como uso prolongado de calgcados
fechados, traumas repetitivos no leito ungueal, hiperidrose excessiva, doencas vasculares
periféricas e resistancias as terapias convencionais também sdo fatores predisponentes as
onicomicoses (GUPTA et al., 2021).

Essas afecc¢des fungicas sdo ocasinadas predominantemnte por espécies de Candida spp,
sendo responsavel por cerca de 40% de todas as doencas que acometem o leito ungueal e suas
estruturas adjacentes (REINEL, 2021), afetando 1 em cada 10 pessoas em algum momento de
suas vidas, cada vez mais recorrentes se tornado um problema de satde publica mundial
(RIGOPOUDOS et al, 2018).

Em estudo epidemioldgico foi evidenciado que a prevaléncia mundial de onicomicose é
estimada em 5,5%, usando pacientes como unidades de analises (GUPTA et al., 2021.
Comparativamente, tem sido estimado previamente que a onicomicose tem uma prevaléncia
de 2% a 8%, representando 50% dos casos de doenca ungueal e que por meio dessas estimativas
anteriores, a prevaléncia dessa infeccdo foi relatada como sendo de 4,3% em estudos
laboratoriais e 8,9% em estudos hospitalares (GUPTA et al, 2017).

A prevaléncia de onicomicose é maior na populacéo ocidental por uma faixa de margem
de 2/3% - 13%, presumivelmente devido a mudancas no estilo de vida e ao envelhecimento
populacional (AGGARWAL et al., 2020). Aproximadamente 20% de individuos com faixa
etaria de 60 anos e 50% com idade igual ou superior a 70 anos e até um terco dos diabéticos séo
acometidos por onicomicoses (THOMAS et al., 2010, ATAIDES, 2010).

No que se diz respeito ao género tanto homens mulheres podem ser acometidos, com uma
maior incidéncia e prevaléncia para homens (THAMPI et al., 2021). Além do mais, a incidéncia
e prevaléncia de onicomicoses nas unhas das maos e dos pés pode variar conforme o género.
Essa diferenca foi comprovada no estudo desenvolvido por Souza et al., 2009 em que foi

postulado que onicomicoses pés foram mais frequentes em pessoas do género masculino e nas
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m&os no género feminino.

No Brasil por meio de um estudo realizado no periodo de 2013 a 2014, a prevaléncia foi
estimada préximo aos 11,9% (GUPTA et al, 2017). No entanto, estudos recentes mostram que
no Brasil, 28,3% da populacéo sofrem de onicomicoses (DE SOUZA COSTA et al., 2022).

Estudo realizado na regido Sudeste, mostrou uma prevaléncia de onicomicose no estado
de Séo Paulo, de 588 pacientes analisados foi confirmado o diagndstico micolégico para
onicomicose em 42%. Ao passo que, no Rio Grande do Sul, na cidade de Porto Alegre uma
taxa de 58% de um total de 840 pacientes, foram diagnosticados com onicomicoses em unidades
ambulatorias (DA SILVA FAY et al., 2019). Na Centro-Oeste, no estado de Goias estudos
demonstraram uma prevaléncia de 56,4% em 2273 pacientes com suspeitas clinicas de
onicomicoses (ATAIDES, 2010).

Além do mais, estudos epidemioldgicos de onicomicoses desenvolvidos na regido
Nordeste mostraram uma prevaléncia de 52% em um total 976 pacientes analisados do estado
do Ceara e uma positividade de 58% de um total de 288 amostras de escamas ungueais
(ATAIDES, 2010). No estado de Alagoas, prevaléncia em unhas dos pés correspondeu a
876/23,2% e unhas 589/15,6% (DE ALBUQUERQUE MARANHAO et al, 2019).

Um estudo realizado por Arrua et al. (2010) no municipio de Jodo Pessoa-Paraiba mostrou
que de um total de 693 pacientes, 87,5% eram do sexo feminino, 59,2% erampessoas
afrodescentes e a faixa etaria mais afetada foi de 41 a 60 anos correspondendo a 41% dos
pacientes avaliados; 24% foram de 21 a 40 anos e 24% correspondia a faixa de 61 a 80 anos,
demonstrando a prevaléncia desta doenca em individuos do género feminino, adultos e idosos,
respectivamente.

A epidemiologia de onicomicoses em grande parte reflete aos fatores ambientais, em que
a variacdo global na prevaléncia dessa infeccdo poderia ser atribuida a geografia, como
onicomicose devido a espécies de Candida séo frequentemente encontrados em climas quentes
e Umidos, engquanto que onicomicose devido a dermatéfitos sdo frequentemente encontrados
em climas temperados (GUPTA et al, 2017).

No entanto, um papel crescente de fungos ndo dermatdéfitos, principalmente leveduras tém
demonstrando um papel crescente no desenvolvimento de infecgdes em unhas. Espécies do
género Candida sdo responsaveis por 10% a 20% dos casos com onicomicose. Além disso, foi
sugerido que esses microrganismos sao agentes causadores significativamente mais prevalentes

em onicomicoses quando comparados aos dermatofitos (TAMER; YUKEL, 2019).
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1.6 Biofilmes

Nas Ultimas décadas, a pesquisa no campo de biofilmes microbianos ganhou impulso
crescente e evidéncias cientificas emergentes mudaram a compreensdo de como a vida
microbiana, durante os processos infecciosos (PEREIRA et al., 2021). Uma importante
caracteristica de viruléncia de Candida é sua capacidade de formar biofilmes. Biofilmes séo
comunidades estruturadas de células com vérias centenas de microns de espessura, formados
por ums mistura de células de levedura, pseudo-hifas e hifas cercadas por uma matriz
extracelular exopolimérica, aderente em superficies mucosas e revestimentos celulares
epiteliais (LOHSE et al., 2020).

Uma vez, instalados em tecidos, biofilmes séo tipicamente resistentes a drogas
antifangicas nas concentracdes que normalmente sdo eficazes contra células planctonicas
(flutuantes), exigindo concentrac@es mais altas de drogas, o que pode levar a efeitos colaterais
no hospedeiro.

Além disso, a interacdo de espécies microbianas-fungicas em biofilme misto leva ao
desenvolvimento de resisténcia a drogas e mecanismos de protecdo contra o sistema
imunoldgico do hospedeiro (KHAN et al., 2021), favorecendo severidade, progressdo e
recidivas do processo infeccioso.

No geral, o processo de desenvolvimento de biofilmes fungicos, podem ser divididos
em quatro fases principais: adesdo, proliferacdo, maturacdo e dispersdo (PEREIRA et al., 2021)
(Figura 8).
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Figura 8: Mecanismos de formag&o de biofilmes fungicos.

A. Fixacao inicial de células planctonicas B. Profileracao e Filamentacao
Adesao inicial Transicao de leveduras para hifa
C. Maturacao de biofilme e formacao de D. Dispersao de leveduras

matrix extracelular

Dispersao de fatores de viruléncia
e progressao da doenga

/

Manutencao da adesao celular, fase de metabolismo

Mecanismos para formacéao de biofilmes em infec¢des flngicas por Candida sp. Fonte: Adaptado de
GUPTA et al., 2020.

No inicio, na fase de aderéncia, as células de levedura se ligam a uma superficie bidtica
ou abidtica e formam uma camada basal. Esses eventos de contato iniciais compreendem varios
fatores ndo especificos, incluindo forgas atrativas e repulsivas (como forcas de van der Waals,
interacdes hidrofébicas e forcas de movimento browniana) e interacdes eletrostaticas
associados a adesinas e integrinas que facilitam a adesdo inicial, sendo um pré-requisito
importante para a formacéo do biofilme (PONDE et al., 2021).

Isto é seguido por uma fase de proliferagdo, que € caracterizado pelo inicio da
filamentag&o. Essa etapa de formacdo de biomassa celular envolve a formacdo de filamentos,
em que celulas de levedura alongam-se e desenvolvem-se em hifas filamentosas. Este € 0 passo
de iniciacdo de invaséo aos tecidos do hospedeiros. Um arsenal de enzimas hidroliticas, como
proteinases, hemolisinas e fosfolipases, sdo secretadas, de modo que proteases aspartil
secretadas (SAPs), sdo as mais estudadas e de interesse como alvo terapéutico (PEREIRA et
al., 2021).

Na fase de maturacdo, a producéo de hifas é acompanhada pela secrecéo de substancias
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poliméricas extracelulares (EPS) que cobre a superficie da col6nia e liga as células para formar
a base estrutural do biofilme e agragecdo de hifas As EPS de biofilme de Candida sao
complexos, associados a estruturas de células pseudohifais e hifais envoltas envoltas por o-
manana, -1,6-glucana e B-1,3-glucana (polissacarideos), glicoproteinas, lipidios e material
genético. Embora o B-1,3 glucano seja um constituinte menor, é o principal polissacarideo da
matriz ligado a resisténcia do biofilme aos antifungicos, pois pode bloquear a difusdo da droga
(SUBROTO et al., 2022).

Durante a fase de dispersdo, o nimero de celulas flngicas é extenso, 0s nutrientes sao
insuficientes, sob estresse de ambientes internos e externos, o biofilme entrara no estagio final
de seu ciclo. A dispersdo do biofilme é dividida em dispersdo autoiniciada que se manifesta
principalmente na inibicdo da producao de matriz extracelular, producao de enzimas que podem
degradar componentes extracelulares e aumento da motilidade celular. A disperséo espontanea
inicia a partir do biofilme parcial com lise de células mortas e liberagdo de enzimas que
contribuem para a degradacéo do EPS. A forca de cisalhamento do fluido separa fisicamente o
biofilme e as células dispersas do biofilme transformam-se gradualmente em plancténicas e
procuram o proximo local de fixacdo (XU et al., 2022).

Portanto, a estrutura do biofilme pode variar e continuar se reorganizando a medida que
eles se adaptam ao ambiente sob influéncia de oxigénio, temperatura e nutrientes (XU et al.,
2022).

1.7 Diagnéstico clinico e laboratorial de onicomicoses

O diagndstico de onicomicoses é baseado no diagnéstico clinico, que envolve todo o
historico clinico do paciente, identificacdo dos microrganismos infectantes, diagndstico
laboratorial e mais recentemente, a utilizacdo de registro de imagens com técnicas mais
sofisticadas (SILVA, 2017, TORRES-GUERRERO; ARENAS, 2017).

O diagndstico clinico dessa afec¢do e caracterizado pela presenga de hiperqueratose do
leito ungueal, frequentemente levando a onicdlise, com deslocamento do leito ungueal ou placa
distal da unha. Além do mais pode ser evidenciado pelo clinico detritos subungueais e
discromia, caracterizado por uma coloragdo branca/amarela ou marrom da placa ungueal. E
casos clinicos prolongados ou infecgdo recidivantes o diagnostico é baseado em distrofia
ungueal, espessamento, desintegracéo, sulcos, rachaduras e/ou perda parcial de unhas (LIPNER
etal, 2018, LIPNER; SCHER, 2019).

Os exames micoldgicos sdo constituidos por duas etapas: exame microscépico direto e
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cultura (BEUSCHER; KELECHI, 2019). Para primeira etapa, o material coletado da unha
afetada é imerso em solucdo de cloreto de potassio 40% (KOH 40%), necessario para dissolver
0s queratindcitos da amostra bioldgica, tornando-o mais amplo e diminuindo o reflexo das
bordas das possiveis estruturas fungicas, sob microscopia Optica auxiliando em deteccdo e
confirmacéo de hifas, pseudo-hifas e/ou blastoconidios (LIPNER; SCHER, 2019). Todavia a
presenca de KOH né&o permite reconhecer o tipo de fungo causador da onicomicose, sendo uma
técnica pouco sensivel e que ndo determina a viabilidade celular fungica. Para isso, se faz
necessario uma cultura para um diagnostico mais especifico (PIRACCINI; ALESSANDRINI,
2015).

As culturas para isolamento e identificacdo das espécies a partir do material bioldgico éo
procedimento mais viavel em rotina laboratorial, sendo considerado o padrdo de excelnc no
diagnostico de onicomicoses (JELLINEK, 2019).

Os detritos subungueais sdo raspados e imediatamente transferidos para placas de petri
com agar sauboraud dextrose (ASD) e sdo adicionados cloranfenicol e/ou gentamicina na
proporcéo de 100 pg/mL ao &gar para reduzir os contaminantes bacterianos. Por fim, as culturas
sdo cultivadas até 48h sob temperatura 35 + 2°C para espécies de leveduras. Todavia, as
limitacGes desta técnica, como o tempo de crescimento de isolados clinicos, sensibilidade do
método e alta taxa de resultados falsos negativos, faz-se necessario a utilizacdo de novos
métodos de diagndstico (DE BRUYNE et al, 2019).

A histopatologia dos fragmentos de unhas é um método sensivel e relativamente réapido,
para o diagndstico de onicomicose, com coloracdo por meio de &cido periddico de Schiff (PAS)
ou hematoxilinaeosina (HE) permitem facil visualizacdo de esporos e/ou hifas fungicas
(PIRACCINI; ALESSANDRINI, 2015, FLORES-GAVILAN, 2017).

Existem diferentes técnicas mais avancadas, para o diagnéstico de onicomicoses, como:
técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR), microscopia confocal e tomografia de
coeréncia optica (PETROKILIDOU, 2020). Todavia, ndo sdo empregados na pratica clinica,
devido ao alto custo e por requerer uma demanda de profissionais especializados para o
diagnostico.

Vale ressaltar que um diagndstico incorreto pode ocasionar implicagdes, como recidivas
da infecc¢éo, riscos de exposi¢do do individuo a farmacos com significativos efeitos colaterais
e/ou adversos e farmacoterapia ineficaz e onerosa. Em contrapartida, um diagnostico correto
possibilita um isolamento e identificagdo dos microrganismos envolvidos na afeccéo,
possibilitando a prescricdo de um tratamento antifungico racional, eficaz, seguro, menostoxico
e limitacGes de resisténcias aos farmacos (SILVA, 2017; LIPNER; SCHER, 2019).
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1.8 Tratamento farmacoterapéutico de onicomicoses

A onicomicose é uma infec¢do cronica, redicivante com tratamento baseado na
erradicacdo do microrganismo infectante, e a0 mesmo tempo em proporcionar regressao de
sinais e sintomas, com restauracdo de aspectos morfoldgicos e fisiologicos das unhas. Além
disso, a escolha de tratamento baseia-se no tipo, patdgeno, subtipo de onicomicose,
envolvimento da matriz ungueal, nimero de unhas infectadas, localizacdo (dedos dos pés ou
das méos), espessura da placa ungueal e coexisténcia de outras micoses com localizacdo
diferente (TABARA et al, 2015).

Atualmente, existem trés estratégias farmacologicas principais - tratamento tdpico,
tratamento oral e terapia combinada. Para isso, inicialmente séo utilizados tratamentos de usos
topicos, como amorolfinas nas 5%, ciclopirox 8%, e solugdo de tiocononazol 28%.

A amorolfinas, um derivado da morfilina com efeitos fungistatico e fungicidas, inibe a
sintese de ergosterol em dois niveis: inibindo as enzimas, A-14-redutase ¢ A-7-8 isomerase,
diminuindo a sintese de ergosterol e proporcionando acumulo de esterdis esféricos ndo tipicos
em membranas citoplasmaticas fungicas, ocorrendo desestabilizacdo e ruptura de suas
estruturas, com extravasamento de liquidos e minerais (FENG et al, 2017, AGGARWAL et
al, 2020).

O ciclopirox, farmaco prototipo da classe das hidroxipiridonas sdo acidos fracos que
mostram atividade antimicrobiana de amplo espectro, agem diminuindo atividade de enzimas
dependentes de metais (quelando cations trivalentes 3%), levando a menor degradacdo de
peroxidos citoplasmaticos, aumento da sensibilidade das células ao estresse oxidativo e
diminuicdo dos niveis de permutas ou transportadores de ferro (SAHNI et al, 2018). Por sua
vez, o tioconazol favorece inibi¢do do citocromo-P450, presente na biossintese de ergosterol
(AGGARWAL et al, 2020).

No entanto, altas taxas de remissdo e/ou cura da doenca sdo dificeis de serem obtidas,
pois a placa ungueal atua como uma barreira fisica para tratamentos tépicos e funcionam como
reservatorio para crescimento flngico, resultando em baixas taxas de cura clinica em torno de
35-50% e altas taxas de recidiva em torno de 10-53% (GUPTA; STUDHOLME, 2016).

Por sua vez, para 0s tratamentos orais/sistémicos, sdo utilizados farmacos, como
terbinafina, uma alilamina que funciona como um inibidor ndo competitivo da enzima
esqualeno epoxidase que inibe o desenvolvimento funcional da membrana celular dos fungos
(GUPTA et al, 2020) e os farmacos da classe dos azois, como itraconazol e fluconazol que

inibem a sintese de ergosterol no reticulo endoplasmatico da célula fungica, interferindo na
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atividade da enzima lanosterol 14-a-desmetilase, envolvida na conversdo de lanosterol em
ergosterol (HOSSAIN et al., 2022), sdo recomendados para infecces moderadas (20%-60)
com comprometimento parcial da placa ungueal e em casos de onicomicose grave (> 60%),
com comprometimento total da unha, mas pode resultar em interagdes medicamentosas,
aumento do risco de hepatotoxicidade e insuficiéncia cardiaca congestiva (GUPTA etal, 2017).
Apesar dos recentes avanc¢os na medicina, o tratamento da onicomicose permanece
desafiador devido as caracteristicas anatdbmicas das unhas e a baixa eficacia dos tratamentos
atualmente disponiveis na pratica clinica. As terapias existentes para onicomicose Sa0o apenas
parcialmente eficazes, com alta taxa de recidiva com consequente resisténcia fungica. Desta
forma, é urgentemente necessario o desenvolvimento de novas terapias antifngicas que sejam

mais eficazes, seguras, econémicas e menos toxicas.

1.9 Resisténcia antiflngica

Os alvos antifungicos sdo limitados devido as semelhancas estruturais das células
fangicas e humanas. Como resultado, as opcOes de tratamento tornam-se restritas favorecendo
o0 surgimento de resisténcia antifingica. Essa observacdo destaca ainda mais a importancia de
entender os mecanismos e efeitos da resisténcia, o que pode levar a abordagens terapéuticas
mais eficientes (BOHNER et al., 2022).

De uma forma geral, diversos mecanismos bioquimicos contribuem para o
desenvolvimento do fendtipo de resisténcia, como: alteracfes no alvo molecular do farmaco,
superexpressdo de bombas de efluxo, alteracdes na biossintese do ergosterol, perda de porinas,
“super-expressdo” da molécula alvo e produgdo de enzimas fungicas degradantes do farmaco

(Figura 9), fazem parte desse perfil (GUPTA et al., 2021).
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Figura 9 - Principais mecanismos moleculares de resisténcia aos antifungicos.
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Mecanismos moleculares de resisténcia antifingica que envolvem autorregulagdo de bombas de efluxo,
alteraces de parede e membrana celular, alteragdo de alvos moleculares e superexpressdo de alvos para
drogas. Fonte: Adaptado de Gupta et al. 2021.

Um dos principais mecanismos de resisténcia a azois em espécies de Candida é através
do efluxo ativo de drogas mediado por transportadores de cassete de ligagdo de ATP (ABC) e
bombas da superfamilia de facilitadores principais (MFS); codificados pelos genes Candida
Resistente a Drogas CDR e Resisténcia a Multidrogas MDR, favorecendo reducdo da
concentracdo de droga em meio intracelular, necesséria para produzir efeito terapéutico (EL-
GANINY etal., 2022).

O transportador ABC CDRL1 é relatado como o principal contribuinte para a resisténcia a
azois em isolados clinicos de C. albicans e C. glabrata . Enquanto, C. tropicalis, a mutacéo
ERG11 foi o principal mecanismo responsavel pela resisténcia a azois, no entanto, a
superexpressdo de CDR1 e MDR1 também contribuiu para a resisténcia a azois (EL-GANINY
etal., 2022).

A alteracdo da enzima-alvo ou sobre expressao do gene que a codifica - ERG11 - constitui
um outro mecanismo que confere resisténcia aos azois. A alteracdo por modulagéo positiva de
resisténcia da enzima ocorre por mutacdes pontuais no gene ERG11, responsavel pela
codificacdo de enzima alvo C-14-a-desmetilase 0 que evitaa sua ligacdo aos derivados
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triazolicos ao sitio enzimatico, por reducdo da sensibilidade (PAUL et al., 2022).

Além do mais, envolve o desvio de via do ergosterol por mutacdes em ERG3. De modo
que ha ndo formacdo de 14-o-metil-3,6-diol (produto toxico), e sim a substituicdo por 14-a-
methilfecosterol, promove a anulacdo dos efeitos perturbadores causados na membrana pelos
azolicos (DE OLIVEIRA SANTOS et al., 2018).

No que se diz respeito aos polienos (nistatina e anfotericina B) a resisténcia de espécies
de Candida esta relacionada também as mutagdes no gene ERG3 assim como, na presenca de
possiveis alteracdes em outros genes reguladores de enzimas formadoras do ergosterol (ERG1,
ERG25) e B-1,6-glucano (SKN1, e KRE1), principalmente em espécies formadora de biofilmes
(ESPINEL-INGROFF, 2008)

Foi demonstrado que alteragdes genéticas na via biossintética do ergosterol ou nos genes
ERG diminuem a sensibilidade a polienos. O gene ERG3 codifica A 5, 6 esterol dessaturase,
que é necessario para biossintese de ergosterol. Além disso, genes de estresse celular e ERG5,
ERG6, e ERG25 foram regulados positivamente quando as diferencas na expressao dos genes
ERG, promovendo falta de ergosterol e resisténcia aos polienos (MCCARTHY et al., 2017).

As mutacBes que determinam a resisténcia fungica as equinocandinas (caspofungina,
anidulafungina, e micafungina), estdo localizadas em duas regides altamente conservadas de
genes que codificam a subunidade Fks de B-1,3-D-glucano sintase, denominadas "hot spots"
(HS). As mutacdes sdo agrupadas em duas regides "hot spot": HS1 que codifica aminoacidos
nas posi¢cdes 641-649 da enzima e HS2 responsavel por codificar residuos de aminoacidos
1345-1365 na proteina Fks1 em Candida e regides homdlogas de Fks2, alteracdes adquiridas
na estrutura da subunidade Fks sdo principalmente substituicfes de aminoacidos, mas delecdes
e codons "stop" alternativos, tornando-os menos suscetiveis as equinocandinas (SZYMANSKI
etal., 2022).

Os mecanismos de resisténcia a flucitosina envolvem mutages em enzima citosina
permease (codificada pelo gene FCY2), responsavel pela internalizagdo do farmaco na célula
fangica; alteragdes na enzima citosina desaminase (codificada pelo gene FCY1), responsavel
pela conversdo de flucitosina a 5-fluorouracil; ou mudancas na enzima uracila fosforibosil
transferase, que é responsavel pela transformacdo de 5-fluorouracil em monofosfato de 5-
fluorouridina (codificada pelo gene FUR1) que impossibilita 0 comprometimento em RNA e
sintese proteica da célula fangica (ESPINEL-INGROFF, 2008). O que vem sendo observado
é que especificamente a maioria destes mecanismos € direcionado a C. albicans ( PFALLER,
2012).

Os mecanismos de resisténcia a flucitosina (5-FC) pode resultar da perda ou mutacdo de
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qualquer uma das enzimas envolvidas na ativacdo da citosina permease (codificada pelo gene
FCY?2), citosina desaminase (codificada pelo gene FCY1), responsavel pela conversdo de
flucitosina a 5 — fluorouracil, uracil fosforibosiltransferase é responsavel pela transformacéo de
5-fluorouracil em monofosfato de 5- fluorouridina (codificada pelo gene FUR1) ou do aumento
da producédo de pirimidinas. No entanto, a auséncia de mutagdes nessas enzimas em muitos
isolados clinicamente resistentes a 5-FC levou a hipdtese da existéncia de outros mecanismos
que poderiam regular a resposta das células fungicas, além dos genes envolvidos nas vias de
resgate da pirimidina (DELMA t al., 2021).

Nos ultimos anos, farmacos utilizados na pratica clinica ndo se mostram suficientes para
suprir a demanda crescente de infeccBes causadas por espécies de Candida. Tal fato, esta
diretamente relacionado a resisténcia natural ou adquirida contra aos antifingicos e aos efeitos
adversos e toxicidade de alguns farmacos, o que justifica a pesquisa urgente de novas moléculas
sintéticas com melhores perfis microbiologicos (BERTO et al., 2018).

Nesse contexto, 0 decsenvolvimento e pesquisa de produtos sintéticos bioativos constitui
ndo apenas uma necessidade de sua identificacdo propria, mas, contribui no conhecimento de
suas propriedades quimicas e estruturas tridimensionais para auxiliar em modificactes
estruturais visando otimizagdo de suas propriedades farmacolégicas e que podem ser usadas
como matrizes para a descoberta de protdtipos candidatos a novos farmacos. Estratégias como
essas podem contribuir na reducéo dos indices de morbidades, promovendo uma melhor adesao

ao tratamento e no estado de satide dos individuos que sofrem com o uso da terapéuticaatual.

1.10 Molécula: 2-Cloro-N-fenilacetamida

Os grupos amidas sdo grupos funcionais organicos significativos em compostos sintéticos
devido as suas propriedades reativas e quimicas com seus alvos bioldgicos e esses mesmos
grupos compreendem peptideos encontrados em varias proteinas (CANESHI et al., 2017).

Relatos na literatura tém demonstrado um interesse considerdvel em estudos de
prospeccdo com substituicdes para derivados acetanilida presente em varias drogas sintéticas,
uma vez que a presenca desse grupo funcional esta relacionado com atividades antibacteriana,
antifangica, anti-helmintica e antiviral (ASCHALE, 2012).

No grupo acetamida, a presenca do aomo de cloro parece melhorar a atividade

antimicrobiana dessas moléculas. Em um estudo de Bravo et al. (2003) a atividade
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antimicrobiana de N-(2-hidroxifenil) acetamida contra Candida albicans foi avaliada e foi
observado, a auséncia de atividade contra este microrganismo. Todavia, a mesma substancia
com a adicdo de um atomo de cloro (2-cloro-N-(2-hidroxifenil) acetamida) foi capaz de inibir
96,6% de uma cepa de Candida albicans. Portanto, a adi¢éo de cloro ao carbono alfa fez com
que a molécula apresentasse uma boa atividade contra esse fungo patogénico. Nesse contexto a
sintética 2-Cloro-N-fenilacetamidas (A1Cl) é uma molécula (figura 10) amplamente obtidas em
processos de sintese organica como intermediarios de reacdes que podem ser utilizadas para
obtencdo de outras moléculas farmacologicamente ativas com efeito antimicrobiano, anti-
inflamatorio e analgésico (YADAV et al., 2018).

Figura 10: Estrutura quimica de 2-Cloro-N-Fenilacetamida

NH
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Fonte: Autoria propria (2023).

A ocorréncia de fenilacetamidas, ndo é comum em plantas, mas a sintese aplicada dessas
estruturas, apresentam importantes atividades bioldgicas, como propriedades antitumorais
(CHIMENTO et al., 2022), anti-inflamatdria e antioxidante (ARIF et al., 2022), antibacteriana
(Cordeiro et al., 2020) e antifungica (MELO et al., 2020).

Moléculas cloradas tém uma alta atividade antimicrobiana inibitoria, e foi comprovado
que derivados clorados possuem atividade microbiana superior em cepas fungicas do que seus
analogos fluorados e bromados (LIU et al., 2019).

Tendo em vista o potencial antifungico de acetamidas e cloroacetamidas e necessidade
urgente de desenvolver novas alternativas terapéuticas no tratamento de onicomicoses até o
momento, em pesquisas realizadas em base de dados, ndo foram encontrados relatos de estudos
farmacoldgicos in vitro a respeito da atividade fungistatica e/ou fungicida para o composto teste
2-cloro-N-Fenilacetamida (A1Cl), seus mecanismos de agédo contra espécies do género Candida

e estudos de analises in silico sendo este o foco do presente estudo.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Geral

v Avaliar a atividade antifungica de 2-cloro-N-Fenilacetamida (AL1CI) contra espécies do

género Candida de onicomicoses.

2.2 Especificos

v

Avaliar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima

(CFM) da substancia A1Cl e do antifungico padréo.
Avaliar a interferéncia da molécula A1Cl e fluconazol sobre a micromorfologia flngica.

Elucidar os possiveis mecanismos da molécula A1Cl com énfase sobre a parede celular

e membrana plasmaética fungica.

Determinar o indice de Concentracdo Inibitoria Fracionada (método de associagdo -

checkerboard) da molécula A1CI com o fluconazol.

Avaliar a atividade da molécula A1CI por meio do modelo de antibiofilmes In vitro e Ex

Vivo

Avaliar os possivies alvos moleculares de A1Cl por meio de estudos de docking e

dinamica molecular.



Materiais e Métodos
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3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de pesquisa

Os estudos de investigagdo de atividade antifingica foram desenvolvidos no
Laboratorio de Pesquisas de Atividade Antibacteriana e Antifangica, situado ao Departamento
de Ciéncias Farmacéuticas, Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal da Paraiba,
vinculado ao Programa de Pds-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Ativos, sob

coordenacdo da Profa. Dra. Edeltrudes de Oliveria Lima.

3.2 Aspectos éticos

Solicitado a0 Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos a isenc¢do do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), com base na Resolucdo do Conselho Nacional de
Saude (CNS) n° 466 de 12 de dezembro de 2012, item V.8 que contempla a dispensa do TCLE
em situacdes de impossibilidade de obtencdo do mesmo, para todos o0s ensaios in vitro. Essa
solicitacdo foi fundamentada por ser um estudo experimental, quali-quantitativo, analitico-
descretivo que contempla microrganismos isolados a partir de exames micol6gicos de
individuos com onicomicose, que se encontram armazenados em uma instituicdo privada,
localizada no municipio de Jodo Pessoa-Paraiba/Brasil. Desta forma, as etapas da pesquisa
foram realizadas sem comprometimento de riscos ou danos aos participantes da pesquisa.
Portanto, esta pesquisa experimental foi conduzida apds aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos, com parecer substanciado e favoravel (Apéndice I).

3.3 Aspectos éticos: Estudo ex vivo

Aos participantes da pesquisa foram garantidos os principios de autonomia,
beneficéncia, ndo-maleficéncia e justica. A participacdo de cada integrante da pesquisa foi
conduzida de forma voluntaria, sendo garantido o direito de desistir, em qualquer momento,
sem que essa deciso o prejudique. O Estudo de ex vivo foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal da Paraiba
(CEP/CSS/UFPB). Aos individuos participantes deste estudo foram apresentados o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecidos (TCLE), esclarecidos sobre os aspectos éticos do estudo.
Mediante concordancia com as condi¢fes do estudo, os voluntérios realizaram assinatura ou
impressdo datiloscopica (APENDICE ).
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3.4 Substancia 2-Cloro-N-fenilacetamida (A1Cl) e antifingico padréo

A molécula 2-cloro-N-fenilacetamida (A1CI) foi sintetizada e cedida gentilmente pelo
Laboratorio de Pesquisa em Bioenergia e Sintese Organica (LPBS) vinculado ao Departamento
de Quimica do Centro de Ciéncias de Exatas e da Natureza da Universidade Federal da Paraiba
(CCEN/UFPB), sob supervisdo do orientando de P6s-Doutorado Helivaldo Didgenes da Silva
Souza e coordenacao do Prof. Dr. Petrénio Filgueiras deAthayde Filho. A molécula contém as
seguintes especificacdes: rendimento > 93%, pureza > 97%, peso molecular 169,61 g/mol, po
opaco amorfo e ponto de fuséo: 133-135 °C.

O fluconazol (2-(2,4-Difluorophenyl)-1,3-bis(1H-1,2,4-triazol-1-yl) propan-2-ol) foi
adquirido da Sigma-Aldrich®, com as seguintes especificacdes: rendimento > 93%, pureza >
98%, peso molecular 306,27, p6 opaco amorfo.

Para realizacdo dos ensaios de avaliacdo da atividade antifingica, os produtos foram
pesados e solubilizados em Dimetilsulfoxido (Sigma-Aldrich®) 150 puL (5%) e Tween 80
(Sigma-Aldrich®) 60 pL (2%). Em seguida foi completado o volume final com &gua destilada
esterilizada com q.s.p de 3mL. Em seguida, foram feitas dilui¢des de 1.024 para atingir 1 pug/mL
usando meio RPMI 1640, para A1CI e fluconazol e menores que 1 pg/mL para nistatina e
caspofungina, duplamente concentrados (Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo, Brasil) (CLEELAND;
SQUARE, 1991.; SHOOD; WILKINSON; CAVANAGH, 2003).

3.5 Linhagens do género Candida

As linhagens do género Candida foram adquiridas a partir do isolamento e identificacao
de material biol6gico isolados de fragmentos de unhas de pacientes com hipétese de diagnostico
para onicomicoses, atendidos no Laboratério de Patologia Clinica - HEMATO, localizado na
cidade de Jodo Pessoa-Paraiba/Brasil. Todos os dados foram cedidos pelo referido laboratorio
e apos aprovacdo do Comité de Etica as linhagens foram registardas no Sistema Nacional de
Gestéo de Patrimonio Genético (SISGEN) sob o nimero A33D780 (ANEXO le II).

Os seguintes isolados clinicos foram usados, Candida. albicans: ATCC-76645, LM-03,
LM-26, LM-44, LM-74, LM-123, LM- 157, LM-165, LM-175, LM-441, LM-600, LM-615,
Candida tropicalis: ATCC-13803, LM-98, LM-111, LM-135 e Candida parapsolosis: ATCC-
2209, LM-78, LM-197 e LM-707. Esses fungos pertencem a colecéo de culturas fangicas do
Laboratorio de Micologia (Universidade Federal da Paraiba, Brasil). Os fungos foram
cultivados em agar Sabouraud dextrose (Difco®, Franklin Lakes, EUA) a 28 °C por 48 horas

para obtenc¢éo do indculo fangico em solucgéo salina estéril (0,85% NaCl). A turbidez do inoculo
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final foi ajustada as escalas padrdo McFarland 0,5 (1,5x10% UFC/mL) (CLSI 2017).

3.6 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados para o isolamento dos isolados clinicos foram o meio
sélido de Agar Sabouraud Dextrose (ASD) (Difco®/USA/France) e Chormoagar - Candida
(BioMérieux®/France). Para os ensaios de atividade antifingica foi usado RPMI 1640 com
glutamina e sem bicarbonato (Sigma- Aldrich®/Stenheim/Germany). Os produtos foram
preparados conforme instrucdes do fabricante. Os meios foram solubilizados com agua

destilada esterilizadas em autoclave 121 °C por 15 minutos.

4.0 METODOLOGIA

4.1 Avaliacdo da atividade antifingica in vitro

4.1.1 Determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida
Minima (CFM)

O potencial antifungico de A1ClI e fluconazol (Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo, Brasil)
contra as cepas de Candida foram inicialmente analisados por meio da técnica de concetracédo
inibitéria minima (CIM). Em uma microplaca de 96 pocos (ALAMAR®) foram adicionados
100 pL de meio liquido RPMI - sem bicarbonato em todos os orificios (Sigma-Aldrich®, S&o
Paulo, Brasil) (CLSI 2017) e 100 pL da emulsdo das substancias-testes nas primeiras linhas da
microplaca, todos duplamente concentrados (CLSI 2017).

E por meio de uma diluicdo seriada a razdo de dois, foram obtidas concentracdes de
1024 a 1 pg/mL. E por fim, aliquotas de 10 pL das suspens@es fungicas. A CIM foi definida
como a menor concentracao capaz de causar inibicdo completa do crescimento fungico ap6s 48
h a 35 £ 2 °C. O produto foi considerado ativo quando inibiu, pelo menos 50% dos
microrganismos utilizados nos ensaios de microdiluicdo (HAFIDH et al., 2011). E a CIM foi
considerada ativa ou inativa, conforme critérios: até 600 pg/mL = forte atividade, 600-1500 =
moderada atividade e > 1500 = fraca atividade (HOUGHTON et al., 2007).

Apos leitura e determinacdo da CIM foi realizado o ensaio para avaliagdo de CFM.
Aliquotas de 10 pL do sobrenadante das cavidades com completa inibi¢do do crescimento
fangico (CIM, 2xCIM e 4xCIM) foram retirados e semeados em novas placas contendo RPMI-
1640 (Sigma-Aldrich®, Séo Paulo, Brasil). Em seguida, foram submetidas a incubagéo por 48
horas a 35+2 °C. A CFM foi considerada como a menor concentragdo de A1Cl e fluconazol que

inibiu em pelo menos 50% dos microrganismos utilizados nos ensaios bioldgicos (NCUBE;
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AFOLAYAN, OKOH, 2008; BALOUIRI et al., 2016). O modo de acdo de das substancias
testes por meio da razdo CFM/CIM, conforme HAFIDH, 2011) com modificacdes. O efeito
antifungico foi considerado fungicida quando a razdo CFM/CIM foi de 1:1 ou 2:1 e com
proporcdo maior que 2:1, o efeito foi considerado fungistatico.

Foram realizados controles de esterilidade, viabilidade celular e DMSO a 5% e Tween
80 a 2%. Ao término de todos 0s processos, as placas foram fechadas, seladas e incubadas em
temperatura de 35+2 °C no periodo de 48h, decorrido esse periodo foram realizadas as leituras
dos ensaios bioldgicos.

4.2 Deteccdo de alteragcdes micromorfoldgicas de Candida

Os efeitos de AL1CI e fluconazol nas alteracbes morfoldgicas de cepas de C. albicans
(LM-441 e LM-600), C. tropicalis (LM-98 e LM-111) e C. parapsilosis (LM- 78 e LM-197)
foram avaliados por meio da técnica de cultivo em I&amina com o meio agar fuba s6lido com
Tween 80 a 2% (CA, HiMediaLaboratories, Mumbia, india) (ALVES et al. 2013).

Aliquotas de 3mL de agar fuba incorporados com 100 pL das substancias (CIM, 2xCIM
e 4xCIM) foram depositadas sob laminas esterizadas apoiadas sobre um suporte contido em
placa de Petri. Apos solidificacdo do meio, indculos das culturas de Candida foram semeados,
com auxilio de uma alca bacteridlogica esterelizada, em duas estrias paralelas e cobertas com
laminulas de vidro placas foram incubadas a 35 + 2°C por 48h em cdmara Umida. Também
realizamos testes de controle sem drogas. Decorrido o periodo de incubacdo, as preparacGes
foram examinadas em microscopio optico (Nikon Eclipse Ci®, Téquio, Japdo) em 400x e
observadas ocorréncias ou ndo de alteracbes de estruturas como hifas, pseudo-hifas,
blastoconidios e clamidoconidios com observacdo em cinco campos distintos. Os scores de
intensidade de producédo foram alto (+++), moderado (++), baixo (+) e ausente (-), comparando

0s resultados obtidos nos experimentos aos respectivos controlesn (PEREIRA et al., 2015).

4.3 Ensaios de atividade antifangica sobre a parede celular

4.3.1 Ensaios com o sorbitol

Para determinacdo da CIM dos produtos na auséncia e na presenca do sorbitol foi
utilizada a técnica de microdiluicdo, em meio RPMI-1640 em microplacas de 96 pocos
(Zacchino 2001). Em cada poco de microplacas (ALAMAR®) distintas foram pipetadas
aliquotas de 100 pL do meio liquido RPMI-1640 na auséncia e na presenca de sorbitol com

concentracéo de 0,8 mol/L, ambos duplamente concentrado.
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Em seguida, 100 uL. de A1ClI e caspofungina, também duplamente concentrados, foram
dispensados nas cavidades da primeira linha da microplaca e por meio de uma diluicao seriada
a razdo de dois foram obtidas concentracdes de 4 pg/mL até 0,0002 pg/mL (auséncia do
sorbitol) e 64 pg/mL até 0,031 ug/mL (na presenca do sorbitol) para caspofungina. Para A1Cl
foram obtidas concentracfes de 4.096 pug/mL até 2 ug/mL (na auséncia e presenca do sorbitol).
Por fim, foram adicionados 10 puL do indculo de modo que cada coluna da placa correspondeu
uma espécie fangica.

Foram realizados controles de esterilidade, viabilidade celular e DMSO a 5% e Tween
80 a 2% e com o antifungico padrdo (caspofungina). Ao término de todos 0s processos, as placas
foram fechadas, seladas e incubadas em temperatura de 35+2 °C no periodo de 48h, decorrido

esse periodo foram realizadas as leituras dos ensaios bioldgicos.

4.4 Ensaios de atividade antifungica sobre a membrana plasmatica

4.4.1 Ensaio com o ergosterol

Para determinacdo da CIM dos produtos na auséncia e na presenca do ergosterol foi
utilizada a técnica de microdiluicdo, em meio RPMI-1640 utilizando microplacas de 96 pocos
(Escalante et al., 2008). Em cada poco de microplacas (ALAMAR®) distintas foram pipetadas
aliquotas de 100 pL do meio liquido RPMI-1640 na auséncia e na presenca de ergosterol com
concentracédo de 400 g, ambos duplamente concentrado.

Em seguida, 100 uL de A1Cl e anfotericina B, também duplamente concentrados, foram
dispensados nas cavidades da primeira linha da microplaca e por meio de uma diluicdo seriada
a razdo de dois foram obtidas concentracdes de 64 pug/mL até 0,003 1pg/mL (ausénciaepresenca
do ergosterol) para avalia¢do da anfotericina B € 4.096 pg/mL até 8 pg/mL (ausénciae presenca
do ergosterol), para A1Cl. Por fim, foram adicionados 10 pL do inéculo nas cavidades, em que
cada coluna da placa correspondeu uma espécie fungica.

Foram testados controles de esterilidade, viabilidade celular e DMSO a 5% e Tween 80
a 2% e com o antifangico padrao (anfotericina B). Ao término de todos 0s processos, as placas
foram fechadas, seladas e incubadas em temperatura de 35+2 °C no periodo de 48h, decorrido

esse periodo foram realizadas as leituras dos ensaios bioldgicos.
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4.5 Estudos de associagédo

451 Determinacdo do Indice de Concentracdo Inibitoria Fracionada (Método de
Checkerboard) de 2-cloro-N-Fenilacetamida associado com antifingico padrao.

O efeito da associacdo de A1CI com o fluconazol foi analisado pela técnica
checkerboard (LEWIS et al., 2002). Inicialmente, foram preparadas dilui¢cdes das solucdes de
drogas de teste em 1/8 CIM, 1/4 CIM, 1/2 CIM, CIM, 2xCIM 4xMIC e 8xCIM em RPMI 1640.
Uma aliquota de 50 ul de A1ClI foi entdo adicionada aos pogos da placa em uma vertical sentido,
e 50 pl de uma diluigdo especifica de fluconazol foram adicionados na direcdo horizontal da
placa. Finalmente, 100 ul de indculo foi adicionado. As placas foram seladas e incubadas a 35
+ 2°C por 48 h para leituras. O Indice de Concentracdo Inibitéria Fracionada (ICIF) foi
calculado como a soma de: CIFa + CIFg, onde A representa A1CI, B representa fluconazol. O
CIFa = (CIMa combinado)/(CIMa sozinho), enquanto o CIFB = (CIMg\combinado)/(sozinho
CIMg). O FICI foi interpretado da seguinte forma maneira: sinergismo (<0,5), aditividade (0,5—
1,0), indiferencga (>1,0 e <4,0) ou antagonismo (>4,0) (LEWIS et al., 2002).

Foram testados controles de esterilidade, viabilidade celular e DMSO a 5% e Tween 80
a 2% e com o antifungico padrdo. Ao término de todos os processos, as placas foram fechadas,
seladas e incubadas em temperatura de 35+2 °C no periodo de 48h, decorrido esse periodo foram

realizadas as leituras dos ensaios biologicos.

4.6 Teste de sensibilidade de biofilmes em modelos in vitro

4.6.1 Efeitos de inibicdo da formacdo de biofilme
Este modelo experimental foi realizado conforme metodologia descrita por
BALASUBRAMANIAN et al. (2012), com modifica¢bes. Inicialmente foram pipetadas
aliquotas de 100uL de meio RPMI contendo diferentes concentragdes das substancias testes
(4/CIM, 2/CIM, CIM, 2xCIM, 4xCIM) e 10pL do indculo que apresentaram os melhores
resultados no modelo de CIM. Decorridos 48h de incubacéo estatica a 35+2°C, os contetdos
dos pocos foram descartados e delicadamente lavados com &gua destilada estéril com o objetivo
de remover qualquer crescimento plancténico (células ndo aderidas), reservando-os para
secagem em temperatura ambiente. Apds secagem, foram transferidos 140uL de solugédo de
cristal violeta a 1% (NEWPROV®) e acondicionados em repouso absoluto por 40 min.
Em seguida, o corante foi descartado e seu excesso aderido as paredes dos pocos foram
removidos lavando-se com agua destilada estéril. Por fim, todos 0s pocos secos,receberam
140uL de etanol absoluto (RIOQUIMICA®) e, ap6s 30 minutos em repouso, foi realizada a

leitura da placa em espectrofotdmetro de microplacas (Multiskan GO) a 590nm.
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4.6.2 Efeito de ruptura de biofilme pré-formado

Para avaliar a capacidade de A1CIl romper o biofilme ja formado, foi realizada a
metodologia descrita por RAJASEKHARAN et al. (2017), com modificaces.

Inicialmente foram pipetadas aliquotas de 100 pL de meio RPMI e 10pL dos in6culos
que apresentaram os melhores resultados no modelo de CIM. Em seguida, permaneceram sob
incibacdo estatica entre 48h/72h a 35£2°C para formacéo do biofilme. Decorrido esse tempo,
os contetidos dos pocos foram descartados e foram adicionados novamente aliquotas de 100uL
de meio RPMI, com diferentes concentrac¢des da substancia teste (CIMx2, CIM, CIM/2, CIM/4,
CIM/8), os quais foram incubados novamente durante 48h a 35+2 °C, de forma estética. Nos
pocos correspondentes ao controle negativo foram pipetados apenas meio de cultura e indculo.

Lopo apos, foi realizada a mesma metodologia descrita anterioriormente para coloragdo
do biofilme com cristal violeta a 1% e solubilizacdo em etanol absoluto, seguida de leitura em
espectrofotdbmetro de microplacas (Multiskan GO) a 590 nm. A significancia estatistica foi
determinada por testes de pares usando o teste t-student ndo pareado e os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando p <0,05. A porcentagem de ruptura do
biofilme pré-formado foi calculada utilizando a seguinte férmula: % de ruptura do biofilme =
[(ABS590 controle — ABS590 teste)/ ABS590 controle] x 100 (RAJASEKHARAN et al.,
2017).

4.7 Teste de sensibilidade de biofilmes em modelos ex vivo

4.7.1 Aquisicdo de material bioldgico

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto
de Saude do Centro de Ciéncias da Universidade Federal da Paraiba (Jodo Pessoa, Brasil) sob
0 cAdigo SISGEN 4.120.514. Os fragmentos de unhas foram obtidos de vinte voluntarios do
género masculino e feminino, maiores de 18 anos, sem presenca de lesdes aparentes, esmaltes
em unhas e ausentes de terapia antimicrobiana em um periodo de 15 dias. Em seguida, foi
realizada remocdo de toda a sujeira e detritos para remover qualquer contaminantes de
superficie que poderia influenciar as analises testes, cortados em pedacos de aproximadamente
0,5 cm, tratado com etanol por 15 min, seco a 28°C e finalmente autoclavado (1 atm, 121°C,
15 min) e mantidos em tubos selados a temperatura ambiente. Foram realizados os testes de
capacidade de crescimento de todos 0s microrganismos sobre os fragmentos ungueais de cada

voluntario para validagdo do modelo experimental e ndo foram observadas diferengas nas taxas



55

de crescimento dos inoculos de Candida entre os fragmentos ungueais. Portanto, a escolha dos

fragmentos para os ensaios foi realizada independente de sua origem clinica.

4.7.2 Modelo de biofilme ex vivo

Esse modelo experimental foi realizado conforme Vila et al (2015a), Vila et al (2015b)
com modificagbes. Em uma microplaca de fundo chato de 96 pogos (TPP Techno
PlasticProducts AG®, Suica) foram depositadas fragmentos de unhas humanas esterelizadas
(2mm x 2mm). De modo que aliquotas de 100 uL de suspensdes celulares (107 UFC/mL) foram
transferidas para cada poco e incubadas por 3 h a 35 + 2 °C (fase de ades&o).

Ao término, as suspensdes celulares foram aspiradas suavemente, e em seguida,
aliquotas de 100 pL de meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich Co., EUA) suplementados com 2%
de glicose e 20% de bovinos fetais soro (FBS) (Gibco®, EUA) foram adicionados a cada pogo
para permitir o crescimento de biofilme ao longo da superficie das unhas (Vila et al., 2014).
Apds esse procedimento foram realizadas duas etapas:

| - imediatamente apos a fase de adeséo e pipetagem do meio de crescimento foram
pipetadas aliquotas de 100 pL da substancias teste em suas respectivas concentracfes e
incubadas sob temperatura de 35 + 2 °C/48 h (verificacdo da capacidade da substancia teste

inibir a formacédo de biofilme).

Il - Nessa segunda etapa, as placas foram incubadas sob temperatura de 35 + 2
°C/48h, para favorecer a formacdo de biofilme em unhas. Decorrido esse tempo, foram
adicionados aliquotas de 100 pulL da substancia teste em suas respectivas concentracfes e
incubadas sob temperatura de 35+2°C/48 h. (verificacdo da capacidade das substancias romper
o0 biofilme pré-formado).

Em seguida, todas as aliquotas foram aspiradas delicadamente e desprezadas, ao passo,
foram adicionadas 100 pL de agua destilada estéril e realizada agitagdo para desprender o
biofilme formado em unhas, retirado 10 uL. do sobranadante de cada poco e realizado diluicao
(1:100), para cada concentragdo avaliada. Por fim, 10 pL. da suspensdo foram semeados em
placas com ASD esteéril e submetidos a incubacgéo por 35 + 2 °C/48h. Todas as analises foram
realizados em quintuplicata e expressos em UFC/mL (x10°).

4.8 Modelos in silico

4.8.1 Docking Molecular

Inicialmente, a estrutura quimica do AI1CI foi construida no MarvinSketch
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(ChemAXxon), e a estrutura do fluconazol foi obtida do banco de dados de estruturas quimicas
PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). Em seguida, foram agrupados em um Unico
arquivo SDF criado pelo Software ChemAxon® Standardizer18.21.0 (ChemAxon). Foram
selecionados os alvos celulares com base no potencial biolégico e arranjo estrutural, como a
largura da fenda do sitio ativo significativamente maior que a da enzima humana que fornece a
base para a concepg¢do potencialmente seletiva inibidores (MARC et al., 1997).

Para isso, obtivemos estruturas 3D das enzimas Dihidrofolato reductase (DHFR)
(Protein Data Bank ID: 1M79), Geranilgeraniltransferase-1 (GGTase-1) (Protein Data Bank ID:
1MZC) e Protease aspartica-2 (SAP-2) (Protein Data Bank ID: 3PVK), cristalizados a partir de
espécies de Candida (https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) (BERNSTEIN et al., 1977).

As estruturas tridimensionais com alvos moleculares em formato PDB e seus ligantes
foram submetidos as predi¢cées moleculares usando o software Molegro Virtual Docker v.6.0.1
(MVD) (Molexus) (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006). O ligante complexado da estrutura
enzimatica foi complexado ao medicamento padrdo para delinear o sitio ativo e comparar 0s
resultados de energia de ligacdo com o A1CI. De modo que, o numero de simulacdes especificas
€ 0 nimero de vezes em que a simulacdo de acoplamento é repetida para cada ligante.

Um grid de acomplamento também foi gerado, com resolucéo de 0,8 A abrangendo toda
a estrutura da proteina com uma esfera de raio 1,4 A em cada ponto da grade e verificamos se
estas esferas se sobreporia a qualquer uma das esferas determinadas pelo Van der Waals raios
dos 4tomos de proteina. Também, utilizamos o algoritmo MolDock SE (Simplex Evolution)
com o0s seguintes parametros: 10 execu¢fes com maxima 1500 intera¢des em 50 individuos,
2000 etapas de minimizacdo para cada residuo flexivel e 2.000 etapas globais de minimizacéo
por execucdo. Assim, 0 MolDock Score (GRID) foi usado para calcular os valores de energia
instantdnea (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006). Um GRID foi definido em 0,3 A, e a esfera
de busca foi fixada em 15 A de raio. Para a analise da energia do ligante, foram avaliadas as

interacOes eletrostaticas e ligacbes de hidrogénio internas.

4.8.2 Dindmica Molecular

As simulacbes de dindmica molecular foram realizadas para estimar a flexibilidade e
mudangas conformacionais em estruturas tridimensionais de Dihidrofolato reductase (DHFR),
Geranilgeraniltransferase-1 (GGTase-1) e Protease aspartica-2 (SAP-2) com os ligantes usando
o0 software GROMACS 5.0 (ABRAHAM et al., 2015) e com topologia usando o campo de for¢a
GROMOS96. Inicialmente o sistema foi neutralizado pela adicdo de ions (CI" e Na*) e

minimizado para remover maus contatos entre moléculas complexas e solvente. O sistema
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também foi balanceado em 300K usando o algoritmo V-rescale em 100ps representado por
NVT (nimero constante de particulas, volume e temperatura), seguido por equilibrio a 1 atm
de presséo usando o algoritmo Parrinello-Rahman como NPT (particulas numéricas constantes,
pressao e temperatura) até 100ps.

As simulagdes de dindmica molecular foram realizadas em 5.000.000 etapas a 10ns.
Além do mais, para determinar a flexibilidade da estrutura e se 0 complexo seria estavel em
proximidade dos alvos, o deslocamento médio da raiz quadrada (RMSD) de todos os &tomos de
Ca foi calculado em relacdo as estruturas de partida. Flutuacdes residuais (RMSF) também
foram analisadas para entender o papel dos residuos préximos ao local de ligacdo do receptor.
Os graficos de RMSD e RMSF foram gerados no software Grace (http://plasma-
gate.weizmann.ac.il/Grace/) e a proteina e os ligantes foram visualizados no UCSF Chimera
(PETTERSEN et al., 2004).

5.0 ANALISE ESTATISTICA

Os valores CIM e CFM foram expressos como valores modais dos resultados
(triplicata). Os ensaios in vitro e ex vivo foram realizados em quintuplicata e expressos como
média * desvio padrdo (DP). Os dados foram analisados pela Anéalise de Variancia (ANOVA)
de uma via, seguido pelo pos-teste de Tukey, utilizando o software GraphPadPrism (versao 6.0
para Windows, San Diego, CA, EUA). O nivel designificancia minimo permitido foi quando p
<0,05.


http://plasma-/

Resultados e Discussao
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6.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima
(CFM)

Os resultados dos ensaios para avaliacdo da atividade antifungica da molécula A1Cl e
do fluconazol sobre espécies de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis estdo expressos na
Tabela 1. Os valores de CIM e CFM para A1CI em que foi observado inibigcdo de crescimento
> 50% foi 128 pg/mL e para fluconazol 512 pg/mL

Além disso, o crescimento fungico foi detectado quando todas as cepas foram semeadas
na auséncia de drogas (viabilidade do in6culo), enquanto DMSO 5% a Tween 80 2% nao inibiu
o0 crescimento de fungos.

Com base nesses resultados é possivel inferir que A1CI reduziu o crescimento fungico,
por meio de efeitos fungicidas nas condigdes avaliadas. Baseado nos resultados obtidos nos
modelos experimentais de CIM e CFM foram selecionados dois isolados clinicos de cada
espécie flngica, considerando a melhor média de inibicéo de crescimento para serem utilizados
nos estudos de investigacdo de alteragdes morfoldgicas pela técnica de microcultivo,
mecanismos de acdo e efeitos antibiofilmes: C. albicans (LM-441 e LM-600), C. tropicalis
(LM-98 e LM-111) e C. parapsilosis (LM- 78 e LM-197).
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Tabela 1: Resultados dos valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Fungicida Minima (CFM) de A1ClI e fluconazol contra cepas de C. albicans, C. tropicalis e C.
parapsilosis

Fungos AlCI Fluconazol
CIM* | CFM* | CFM/CIM CIM* | CFM* CFM/CIM
Candida albicans
ATCC-76645 8 8 Fungicida 8 16 Fungicida
LM-03 128 128 Fungicida 512 512 Fungicida
LM-26 128 128 Fungistatico 512 512 Fungicida
LM-44 256 256 Fungicida 512 512 Fungicida
LM-74 128 128 Fungicida 256 256 Fungicida
LM-123 128 128 Fungicida 256 512 Fungicida
LM-157 128 256 Fungicida 256 512 Fungicida
LM-165 128 128 Fungicida 512 512 Fungicida
LM-175 256 256 Fungicida 512 512 Fungicida
LM-441 128 128 Fungicida 256 512 Fungicida
LM-600 128 128 Fungistatico 256 512 Fungicida
LM-615 128 512 Fungistatico 512 512 Fungicida
C. tropicalis
ATCC -13803 8 16 Fungistatico 8 8 Fungicida
LM-98 128 128 Fungicida 256 256 Fungicida
LM-111 128 128 Fungicida 512 512 Fungicida
LM-135 512 512 Fungicida 512 512 Fungicida
C. parapsilosis
ATCC- 22019 16 16 Fungicida 8 16 Fungicida
LM-78 128 128 Fungicida 128 256 Fungicida
LM-197 256 256 Fungicida 512 512 Fungicida
LM-707 256 512 Fungicida 512 512 Fungicida

*CIM-Concentragdo Inibitéria Minima, *CFM-Concentracdo Fungicida Minimo. Valores Modais de trés
experimentos.
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Desde o inicio do seculo XVI1I a pesquisa cientifica para geracao de moléculas sintéticas
bioativas, mobilizou ao longo de décadas o interesse dos grandes laboratorios de quimica e da
industria farmacéutica, o que fascinou os cientistas devido a capacidade de sintetizar protdtipos
candidatos a novos farmacos mais eficazes e seguros, com alto rendimento e baixo custo. Nesse
contexto, a busca pelo desenvolvimento e insercdo deestruturas muito complexas de maneira
eficiente, rapida e segura e em menos etapas nos processos de sintese organica € um desafio
continuo em diversos centros de pesquisas (DE SOUZA et al., 2017).

Estima-se que na farmacoterapia moderna 50%-70% de todos os farmacos
desenvolvidos foram baseados em estruturas de analogos semi-sintéticos e/ou sintéticos,
derivados dos produtos naturais (PYE et al., 2016). Todavia, a metodologia sintética ainda
limita a obtencdo de compostos bioativos que os quimicos medicinais podem projetar
experimentalmente, em virtude de sua complexidade estrutural e grau de pureza.

A sintese organica certamente ndo é um problema resolvido, pois muitos desafios
significativos permanecem. Além disso, a sintese experimental representa o aspecto mais
demorado da quimica medicinal. Desta forma, melhorias nos processos de sintese, obtencdo e
purificacdo de moléculas, associados aos estudos in silico, tem grande potencial para aumentar
a eficiéncia e reduzir o custo de obtencdo de novas moléculas. Proporcionando potencial retorno
cientifico e financeiro dos investimentos realizados em centros de pesquisas em sintese organica
(BLAKEMORE et al., 2018).

Além do mais, a industria farmacéutica, caracterizada como o maior potencial
econémico da bioprospeccao, seja associado a descoberta de um novo farmaco que provenha
diretamente da biodiversidade ou principalmente obtidos por processos de sintese a partir dos
recursos genéticos ou bioquimicos (MONTANARI; BOLZANI, 2001; ATANASOQOV, 2015)
tem ressurgido na tentativa de prospeccdo por alternativas terapéuticas antifungicas com
eficacia semelhante ou superior as observadas para os farmacos disponiveis em pratica clinica
gue sejam mais seguros e menos toxicos. Desta forma, o desenvolvimento de novos
medicamentos ampliara o arsenal terapéutico disponivel a populacdo com a descoberta de novos
agentes terapéuticos com diferentes mecanismos de acdo, o que permite ampliar o espectro de
acao contra microrganismos resistentes (ALVES et al., 2021).

Em geral, os estudos cientificos voltados para a sintese de novos antifungicos avaliam
os efeitos bioldgicos de moléculas por meio de diferentes protocolos experimentais, que
incluem estudos iniciais para determinar suas concentracfes inibitorias minimas (CIMs) em

testes de microdiluicdo em caldo (ALVES et al., 2021). Muitas vezes, esses protocolos sdo
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modificados em relacdo as concentracdes celulares, ao tipo de meio de cultura e aos
microrganismos utilizados.

Relatos em literatura, afirmam que infec¢bes ocasionadas por Candida, sao
consideradas uma preocupacdo crescente de saude publica global, agravada pelo rapido
surgimento de resisténcia antifingica e, em muitos cenarios, com acesso limitado aos
diagnosticos de qualidade e tratamento. Geralmente leva a terapia prolongada e uma
necessidade crescente de utilizacdo de medicamentos antifungicos de segunda geracdo, caros e
toxicos. Esses farmacos geralmente ndo estdo disponiveis e podem contribuir para o agravo e
reincidéncia de infeccbes (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2022), especialmente em
onicomicoses.

Além do mais, quando comparado com a pesquisa antibacteriana, pouco progresso tem
tem sido feito no desenvolvimento de novos agentes antifingicos, que tem sido justificado pela
estreita relacdo evolutiva com hospedeiros humanos e pela baixa ocorréncia de estudos em
infeccdes fungicas (SCORZONI et al., 2017).

Portanto, ha uma necessidade urgente de mais estudos de prospeccdo de atividade
antifungica, para melhor compreensdo e efeitos de substancias sintéticas contra os patégenos
emergentes.

O protocolo de referéncia para a técnica de microdiluicdo e determinacdo da
sensibilidade de leveduras a terapia antifingica (M7-A3) é descrita pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2017). Considerada simples, econdmica e
reprodutivel, requer uma pequena quantidade de amostras variadas a ser trabalhada para um
maior nimero de repeticdes. Pode ser aplicada para substancias naturais, semissintéticas e/ou
sintéticas, soluveis e lipossoluveis, dispondo de resultados quantitativos com sensibilidade de
trinta vezes maior do que os demais métodos descritos em literatura. Além disso, este método
tem ainda a vantagem em disponibilizar informac6es sobre a Concentragcdo Fungicida Minima
- CFM (CLEELAND, SQUIRES, 1991; ELOFF, 1998; HADACEK, GREGER, 2000;
OSTROSKY et al., 2008).

Frequentemente, os pesquisadores classificam o potencial antifingico de novos
compostos com base em uma analise empirica dos resultados obtidos para CIMs. Diretrizes
disponiveis propostas pelo CLSI e pelo Comité Europeu de Testes de Suscetibilidade
Antimicrobiana (EUCAST) oferecem parametros para a classificagdo de substancias destinadas
ao uso em pratica clinica. Todavia, devem ser estabelecidos pontos de corte que possam ser
aplicados na busca de novas moléculas com potencial para avaliagcdes clinicas in vivo e no

aprimoramento da substancia para atingir seu melhor perfil bioldgico, na triagem
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antimicrobiana (ALVES et al., 2021).

Além do mais, esses métodos de teste de suscetibilidade antifingica estdo disponiveis
para detectar resisténcia antifungica e determinar o melhor tratamento para um fungo
especifico. A microbiologia clinica depende desses métodos para selecionar o agente de escolha
para uma infeccdo fungica e conhecer a epidemiologia local e global da resisténcia aos
antifungicos (WIEDERHOLD, 2021).

Nesse contexto, diante dos resultados obtidos pode-se observar que A1CI apresentou
forte atividade antiflngica inibindo o crescimento dos isolados clinicos em mais 50% dos
microrganismos avaliados nas concentra¢des de 128 pug/mL (Tabela 1).

Os resultados da atividade antifungica do composto avaliado sugerem que N-fenil e a
presenca do atomo de cloro esta diretamente relacionado com a poténcia da atividade
antifungica observada, pois corroboram com os estudos realizados por Akolkar et al., (2020)
em que novos derivados N-fenilacetamida ligado a 1,2,3-triazol com conjugados cumarinicos
apresentaram ampla atividade de inibicéo fangica frente cepas C. albicans. E que introducdo de
atomos de cloro em posicdo para do anel N-fenil de derivados acetamidas potencializou a
atividade antimicrobiana contra isolados clinicos de S. aureus (SOYER;ERAC, 2007).

Parmar et al., (2015), demonstraram que moléculas com novas estruturas 2-Cloro-N-
(Aril) acetamidas foram avaliados e demonstraram atividades promissoras quanto a sua
atividade in vitro antibacteriana e anti-flngica.

Como ndo ha um consenso bem estabelecido sobre a poténcia e natureza da atividade
inibitéria de novos produtos, a classificacdo exata sobre a eficicia da atividade inibitoria
demonstrada por uma substancia com escassos resultados, torna-se dificil.

Para os azdis contra leveduras, a CIM é lida na concentracdo mais baixa que resulta em
uma inibicéo de crescimento de 50% em comparagdo com o0 pogo de controle de crescimento,
com interpretagdes que classifiquem um organismo como suscetivel ou resistente. No entanto,
tais interpretagcbes s podem ser fornecidas se um ponto de interrupcéo clinico tiver sido
estabelecido. Um ponto de interrupcéo clinico € um valor de CIM limite, abaixo do qual um
determinado organismo é considerado suscetivel ao medicamento que esta sendo testado e
acima do qual o organismo é considerado resistente (WIEDERHOLD, 2021).

Desta forma, podemos considerar que o surgimento e desenvolvimento de resisténcia
aos medicamentos antifingicos tém sérias preocupacbes em termos de falhas terapéuticas,
relacionadas principalmente a resisténcia a medicamentos azoéis, 0 que se torna emergente a
busca por moléculas biotivas. Pode-se observar que todos as espécies fungicas demonstraram
valores de CIM > 8 pg/mL (CLSI, 2017) e CIM > 4 pg/mL (EUCAST, 2017), caracterizando
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uma forte resisténcia ao fluconazol.

Conforme Ahangarkani et al., (2019) a resisténcia ao fluconazol surgiu entre as espécies
de Candida desde o inicio de sua insercdo nas praticas clinicas, como resultado da pressao
seletiva causada pela profilaxia, manejo terapéutico e uso irracional o que pode ser evidenciado

para os isolados clinicos da presente pesquisa.

Relatos em literatura, mostram que 0s mecanismos mais prevalentes que conferem
protecdo contra azois em leveduras envolvem mutacdes de ganho de funcdo em PDR1, que
codifica um regulador transcricional de bombas de efluxo de drogas. Sob condicdes de
estresse, 0s mecanismos de manutencdo e reparo do genoma sdo alterados, o que pode levar
ao aparecimento de fenétipos de resisténcia (KSIEZOPOLSKA et al., 2021). Além disso,
codificacbes pelo gene ERG11, altera a natureza da enzima, lanosterol 14—o demetilase
(CYP51) e consequentemente altera a acao inibitdria dos azois, levando a resisténcia (ODIBA
etal., 2022).

Os mecanismos que contribuem para a diminuicdo da suscetibilidade de Candida nos
biofilmes as drogas antiflngicas sdo diferentes daquelas das células plancténicas. Como
resultado, o principal mecanismo que leva a resisténcia dos biofilmes de Candida ao
fluconazol, é um diminuicdo da exposicdo das células do biofilme ao préprio farmaco,
conforme evidenciado pela descoberta de que células mais resistentes que falham em gerar
matriz extracelular associada ao biofilme permanecem suscetiveis ao fluconazol. Portanto, a
exposicdo de biofilmes a um determinado concentracdo da droga resulta em uma concentragao
intracelular muito menor da droga (BERMAN; KRYSAN, 2020) favorecendo recidivas e
severidade de onicomicoses.

Os ensaios de avaliacdo de atividade bioldgica in vitro para determinacdo de CFM séo
Uteis para determinar o possivel perfil terapéutico antifingico em individuos saudaveis
fundamentando-se na concentracdo necessaria, que é alcancada no sitio de infecgdo, para
atuar como um potencial inibidor crescimento de microrganismos.

Todavia, para pacientes com sistema imunoldgico comprometido a CFM é mais eficaz
para orientagdo em terapia antifingica (KONEMAN et al., 1993). De modo que a atividade
fungicida é clinicamente mais importante do que a atividade fungistatica, poque o uso
profilatico de drogras fungistaticas tém sido associada a um aumento da frequéncia de
resisténcia inata ou adquirida em isolados clinicos (MONK, GOFFEAU, 2008), conferindo
a molécula A1CI uma potencial ferramenta terapéutica para a prevencao, remissao e/ou cura

de pacientes acometidos por onicomicoses.
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De acordo com Siddiqui et al., (2013), uma substancia teste com atividade antifungica
pode ter um efeito fungistatico ou fungicida, se calcularmos a razdo entre CFM/CIM de modo
a inferir o seu efeito antifingico. Desta forma, caso a razao resulte em um valor < 4 o efeito ¢
fungicida, todavia se for > 4 o produto teste tem efeito fungistatico. Com base nos resultados
observados a molécula sintética A1CI possui efeito fungicida, j& que a maior proporcao da razéo
obtida entre CFM/CIM foi de < 4 para 80% microrganismos no modelo avaliado.

Para o fluconazol, os valores de CIMs foram altos, enquanto CFMs eram relativamente
alto. De modo que as relagdes CFM/CIM para todos organismos foram extremamente baixos,
indicando que fluconazol é fungicida em vez de fungicida no modelo avaliado para esses
microrganismos comumente envolvidos em onicomicoses.

Sob condicdes padronizadas do NCCLS, o fluconazol demonstra inibicdo in vitro de
microrganismos de espécies de Candida sp, sendo considerado apenas fungistatico. Com efeitos
estritamente definidos, exigindo uma baixa densidade inicial de células e meios altamente
tamponados em pH neutro (MOOSA et al.,, 2004). Embora azois, apresentem efeitos
fungistaticos, alguns farmacos, sdo fungicidas sob certas condi¢des, como em alta concentracao
ou contra cepas especificas. Na Ultima década, diversos estudos investigaram se 0
fluconazol pode ter um efeito fungicida. Lee et al., 2018 afirmam que o fluconazol possui
atividade fungicida através de respostas apoptéticas dependentesde concentracdo em
Candida albicans.

Estudos em literatura relatam que varios fatores podem contribuir para essas diferencas
no potencial antimicrobiano, como: diferencas nas técnicas analiticas (ZAIKA, 1988; MANN,
MARKHAM, 1998), diferentes meios de cultura utilizados nos testes, diferenca de volatilidade
e solubilidade, associados aos métodos que dependem da difusdo ou diluicdo da substancia em
um meio microbiolégico (DELAQUIS et al., 2002).

A ocorréncia de moléculas amidas ndo € comum em plantas, mas pesquisas tém buscado
a sintese aplicada dessas estruturas, que apresentam importantes atividades biologicas, como
uma alta atividade antimicrobiana inibitéria, e foi comprovado que os analogos clorados
possuem maior inibicdo microbiana em cepas fungicas do que seus analogos fluorados e
bromados (PEREZ-CASTILLO et al., 2021).

Efeito comparativo, também foi evidenciado por Liu et al. (2019), de modo que
compostos sintéticos que possuem atomos de cloro em sua estrutura sdo mais potentes para
efeito fungicida quando comparados a compostos que tinham atomos de bromo e iodo.

Esses resultados corroboram com os estudos desenvolvidos por Oliveira (2016) em que

por meio de analises comparativas de estruturas quimicas de amidas resultaram em aumento
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da poténcia fungicida, sendo quatro vezes mais potente para a maioria dos isolados avaliados,
quando comparados as estruturas sem a presenca de amidas.

Portanto, baseado nos resultados promissores obtidos nesses modelos de suscetibilidade

fangica, motivou pesquisa a investigar a atividade antifangica da molécula (A1Cl) no modelo

de alteragdes em micromorfologia fangica.

6.2 Deteccdo de alteragcbes micromorfoldgicas de Candida pela técnica de microcultivo

No ensaio de micromorfologia flngica de C. albicans, C. tropicalis e C.parapsilosis foi
analisada a presenca de estruturas caracteristicas do crescimento fungico: hifas, pseudo-hifas,
blastoconidios e clamidoconidios na presenca e auséncia de drogas.

No controle de crescimento pode-se notar a presenca abundante de blastoconidios,
pseudo-hifas e clamidoconidios (Figuras de 11 a 13). Entretanto na presenca de ALCI foi
observado em sua maioria células isoladas, raras pseudo-hifas e blastoconidios. Quando
avaliados na presenca do fluconazol foram visualizadas células isoladas e raros blastoconidios.
(Figura 1l a 13).

Portanto, é possivel inferir que ambos os compostos avaliados reduziram de modo
significativo as estruturas fungicas importantes estruturas de viruléncia associadas as
onicomicoses quando testados nas concentracdes de 4xCIM, 2xCIM e CIM comparados aos

respectivos controles, com efeito dependente de concentracdo (Tabela 2).



Tabela 2: Resultado de alteracbes micromorfoldgicas
A1CI e fluconazol.

de Candida albicans, Candida tropicalis
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e Candida parapsilosis na presenca de

Produtos C. albicans C. tropicalis C. parapsilosis
(ng/mL) ATCC-76645 | LM-441 | LM-600 ATCC-13803 | LM-98 LM-111 ATCC-22019| LM-78 LM-197
CiM ++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++
g CiMx2 + + ++ ++ ++ + ++ ++ ++
CiMx4 + + + ++ + + + + ++
S CIM +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
N
§ CiMx2 +++ +++ + ++ +++ ++ +++ +++ +++
o
E CIMx4 + ++ ++ + ++ ++ ++ + +

Determinagdo de resultados, por meio de scores:
> +++ Presenca de hifas, pseudo-hifas, blastoconidios e clamidoconidios.
< ++ Redu¢do de hifas, pseudo-hifas e clamidoconidios.

+ Raras hifas, blastoconidios e auséncia de pseudo-hifas.
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Figura 11: Analise de micromorfologia de Candida albicans ATCC-76645 (A), LM-441 (B) e LM-600
(C) auséncia () presenga de ALCI (Il) e presenca de fluconazol (lI)
¥ - - : i 13 - B ' - - T 7-.

Analise microscopica em ampliaéo 400x, em escala 100 pm. As imagens mostram células de leveduras individuais
(1), pseudo-hifas (2) e clamidoconidios (3).
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Figura 12: Analise de micromorfologia de Candida tropicalis ATTC-13803 (A), LM-98 (B) e LM-111
(C) na auséncia (I) presenca de ALCI (1) e fluconazol (111).
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Analise microscopica em ampliacdo 400x, em escala 100 um. As imagens mostram células de leveduras individuais
(1), pseudo-hifas (2) e clamidoconidios (3).
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Figura 13: Analise de micromorfologia de Candida parapsilosis ATTC-22019 (A), LM-78 (B) e LM-
197 (C) na auséncia (1) e presenca de A1CI (1) e presenca de fluconazol (I11).
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Anédlise microscopica em ampliagdo 400x, em escala 100 um. As imagens mostram células de leveduras
individuais (1), pseudo-hifas (2) e clamidoconidios (3).

Relatos na literatura, monstram que a transicdo morfolégica levedura-hifas tem sido
descrito como um potencial fator de viruléncia para Candida, pois desempenha um papel
importante na colonizacdo e invasdo aos tecidos do hospedeiro (KAMLI et al., 2021). Além
disso, esse estado de transicdo facilita a adesdo a superficie, entrelacamento com o biofilme,
supercrescimento de leveduras, permitindo fixagdo e evasdo das respostas imunes do
hospedeiro (KHAN et al., 2021), relatados como potenciais alvos estratégicos emergentes de

novas drogas.

Nesse estudo, observamos que A1CI e fluconazol em concentragdes de CIM, 2xCIM
e 4xCIM reduziram o desenvolvimento de hifas, pseudo-hifas e clamidoconidios (fatores de
viruléncia) importantes estruturas que estdo envolvidas em infec¢bes de unhas (Figuras 10 a
12 e Tabela 2).

Considerando a importancia dos fatores de viruléncia de diferentes espécies de
Candida na patogenicidade de onicomicoses, 0s resultados se mostram bastante promissores

porque é o primeiro relato da acdo da molécula A1CI sobre a expressédo de hifas, pseudo-hifas,
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blastoconidios e clamidoconidios. De fato, essa inibi¢do de fatores de viruléncia se apresenta
como um possivel alvo estratégico de grande importancia terapéutica. Esta informacao ganha
ainda mais destaque porque a molécula apresentou resultados superiores ao fluconazol,
representante dos farmacos azdis amplamente utilizados no tratamento de onicomicoses.

Resultados recentes de nosso grupo mostrou que A1CI tem efeito na reducdo de
germinacdo de conidios por Aspergillus flavus FERREIRA et al. (2021) o que poder ser um
bom ponto de partida para identificar novos compostos potenciais para desenvolver agentes
antifangicos mais eficazes, seguros e menos toxicos.

Em trabalho anterior cujo objetivo foi avaliar a atividade antifungica de derivados
fenilacetamidas substituidas sobre espécies de Candida resistentes também foram constatadas
alteracfes na micromorfologia das células fungicas, com énfase para reducdo no nimero de
hifas e pseudo-hifas, sugerindo que seu alvo de acdo, seja sobre a reducdo de estruturas de
viruléncia (ALABI et al., 2022). Por sua vez, Alabi et al. (2022) afirmaram que essa acao
antifungica tem relacdo direta de compostos com presenca de substituintes de atomos de cloro
em porcao fenil, pois potencializou significativamente a atividade de fluconazol contra cepas
de C. albicans resistentes a azois.

No presente estudo, ALCI mostrou potencial efetivo contra a mudanca de transicéo
morfolégica de levedura para hifas e pseudo-hifas, de modo que os resultados encontrados até
0 momento ja se apresentam de grande relevancia, embora impulsione a investigar quais
possiveis alvos, como parede celular, membrana celular e biofilmes estdo envolvidos com

estes eventos e como A1CI atuam sobre eles.

6.3 Ensaios de atividade antifungica in vitro com alvos especificos da molécula A1ClI na parede
celular fangica
Os resultados obtidos para esse protocolo experimental estdo expressos na Tabela 3.

De modo que os valores de CIMs ndo aumentaram para AL1CI na presencga de sorbitol 0.8
mol/L, variando de 16 a 64 pg/mL (C. albicans) e 32 a 256 pg/mL (C.tropicalis e C.
parapsilosis), sugerindo que esse composto ndo desencadeia seus efeitos fungicidas na
desestabilizacdo de integridade em estruturas de parede celular. Além disso, o crescimento
fangico foi detectado quando todas as cepas foram cultivadas na auséncia de drogas
(viabilidade do in6culo), enquanto DMSO 5% a Tween 80 2% né&o inibiu o crescimento de
fungos.

Vale ressaltar que houve aumento significativo dos valores de CIM para caspofungina

na presenca de sorbitol 0,8 mol/L, entre 1 a 32 pg/mL (C. albicans), 2 a 16 pg/mL
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(C.tropicalis) e de 8 a 16 pg/mL (C. parapsilosis), 0 que mostra que esse farmaco ainda

representa uma importante opgao terapéutica na pratica clinica para o tratamento de infec¢des

fangicas.

Tabela 3: Efeito de ALCI e caspofungina contra Candida albicans, Candida tropicalis e Candida

parapsilosis na auséncia e presenca de sorbitol 0,8 mol/L.

A1CI (ug/mL)* Caspofungina (pg/mL)*
Cepas fangicas
Auséncia de Presenca de Auséncia de Presenca de
sorbitol sorbitol Sorbitol sorbitol
C.albicans
ATCC -76645 16 16 0,0312 1
LM -441 64 64 2 32
LM - 600 64 64 2 8
C. tropicalis
ATCC - 13803 32 32 0,25 2
LM -98 256 256 1 2
LM -111 256 256 2 16
C. parapsilosis
ATCC - 22019 32 32 0,5 8
LM -78 64 64 2 16
LM - 197 256 256 2 16

*Valores modais de trés experimentos.

A estrutura da parede que envolve as células fungicas confere resisténcia mecéanica
necessaria para protecdo contra a pressdo osmotica interna , que de outra forma causaria a lise
celular ao empurrar e quebrar a membrana plasmatica. No entanto, a parede celular ndo é apenas
um envoltdrio rigido, ela deve apresentar elasticidade para permitir sua remodelacao durante os
varios processos morfogenéticos que acontecem ao longo do ciclo de vida do fungo, como
crescimento celular, separacéo celular e as relaces da célula com o meio ambiente (CURTO et
al., 2021).

Essa estrutura € composta por polissacarideos (70-90%) e proteinas fortemente
glicosiladas (10-30%). Embora a composicdo varie entre diferentes especies de fungos, a
maioria das paredes exibe uma estrutura de camada interna (menos eletrodensa) formada por
uma rede fibrilar de B(1,3)-D-glucana, B(1,6)-D-glucana e quitina , com algumas espécies tendo
também muitas fibrilas de a(1,3)-D-glucano e camada externa (mais eletrodensa) mais variavel
com alta concentracdo de manoproteinas (GOW et al., 2017; CORTES et al., 2019).
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A ruptura dessa estrutura tem um grande impacto na sobrevivéncia das células fangicas,
ocasinando a ruptura de membrana plasmatica e a lise celular. E importante ressaltar que essa
estrutura estd ausente nas células hospedeiras humanas e, consequentemente, as drogas
antifangicas que inibem a sintese dos polissacarideos da parede celular ou que interferem em
sua integridade por mecanismos distintos, sdo geralmente menos prejudiciais do que os azois
ou polieno. Portanto, enzimas que sintetizam polissacarideos essenciais da parede celular, como
B-(1,3) - D -glucano sintase podem ser consideradas um alvo extraordinario para a descoberta
de novos compostos seletivos para o tratamento de infecges fingicas (CORTES et al., 2019;
FIOLKA et al., 2020).

O tratamento com farmacos pertencentes a classe de equinocandinas (anidulafungina,
caspofungina e micafungina) foi estabelecido como uma alternativa de primeira escolha para
infeccbes ocasionadas por espécies de Candida formadoras de Biofilmes, com atividade
fungicida e manifestada por aumento e distor¢cdo celulares significativos, o que contribui para
a inibicio da proliferagdo celular (SZYMANSKI et al., 2022). Um efeito distintivo de
substancias que atuam ocasionando a desestabilizacdo e/ou inibindo sintese de parede celular
fangica, é que sua acdo fungicida pode ser revertida em um meio contendo um estabilizador
osmotico, como o sorbitol (FROST et al., 1995; XIE, 2017; JIANGet al., 2018).

Desta forma, caso o produto atue sobre a parede celular, ocorrera lise das células
fangicas na auséncia de um osmoprotetor, mas permite seu crescimento na presenca desse
estabilizador osmético (ESCALANTE et al., 2008; JIANG et al., 2018).

Os compostos sintéticos e/ou semi-sintético tém demonstrado historicamente, ao longo
de décadas fonte promissora de uma ampla variedade de moléculas puras com potencial
terapéutico para o tratamento de onicomicoses. Este € o primeiro relato de uma analise mais
especifica do potencial antifungico de A1CI, por meio de testes in vitro para avaliacdo de suas
acOes sobre a parede celular em que buscam correlacionar a atividade inibitoria da molécula
com outros farmacos antiflngicos, cujo mecanismo de ac¢do ja esta bem estabelecido.

Diante dos resultados observados pode-se inferir que A1CI ndo exerce seus efeitos
antifangicos interferindo em estruturas de parede celular, pois ndo foi necessaria maior
concentragdo dos produtos para superar a protecdo osmotica conferida pelo sorbitol. Em
contrapartida, utilizou-se a caspofungina porque possui mecanismo de ac¢éo conhecido, no qual
ocorre inibicdo ndo-competitiva de f-1,3-glicano sintase levando a desestabilizacdo da parede
celular (CAMPOY:; ADRIO, 2017).

Esses resultados corroboram com estudo desenvolvido Ferreira et al. (2021) em que
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os valores de CIMs para AL1CI na presenca de sorbitol permaneceram 0s mesmos em relacéo
ao controle (RPMI), contra Aspergillus flavus, sugerindo que a molécula ndo atua em nivel
da parede celular.

O farmaco padréo (fluconazol) nao foi utilizado nesse estudo, pois seu mecanismo de
acdo envolve efeitos fungistaticos em nivel nivel de blogueio de enzimas presentes na
menbrana celular, podendo ocorrer alteracdes dos valores de CIMs, porém, ndo esta
correlacionado com os mecanismos de acdo em nivel de parede celular.

Este ensaio de sorbitol € amplo e complexo, pois pode inferir efeitos de compostos que
afetam diretamente a sintese da parede celular, mas também mecanismos regulatorios
envolvidos neste processo, incluindo vias de transducéo de sinal, como a Proteina Quinase C
(PKC), Proteinas Quinases Ativadas por Mitdgenos (MAPK) e Quinases de Proteinas
Quinases Ativadas por Mitégenos (MAPKK) (FROST et al., 1995).

Portanto, estudos devem ser realizados para complementar a investigacdo de seu
mecanismo de acdo e elucidar a forma com que esta substancia exerce seu efeito inibitorio,
Desta forma, o proximo passo foi investigar seu possivel efeito antifingico em nivel de

membrana celular fungica.

6.4 Ensaios de atividade antifngica in vitro com alvos especificos da molécula A1CI na
membrana plasmatica fangica

Os resultados obtidos para esse protocolo experimental estdo expressos na Tabela 4.
Os valores de CIMs de A1CI ndo aumentaram na presenca de ergosterol exégeno 400 pg/mL,
um esterol protetor de membrana celular fangica, com valores de CIM de 8 a 64 pg/mL (C.
albicans), 16 a 64 ug/mL (C. tropicalis) e 16 a 128 pug/mL (C. parapsilosis). Além disso, o
crescimento fungico foi detectado quando todas as cepas foram cultivadas na auséncia de
drogas (viabilidade do indculo), enquanto DMSO 5% a Tween 80 2% néo inibiu o crescimento
de fungos.

Pode-se observar que houve aumento de CIM de anfotericina B na presenca de
ergosterol 400 pg/mL com valores de CIM de a 32 a 64 pg/mL (C. albicans), 32 pug/mL
(C.tropicalis) e de 32 a 64 pg/mL (C. parapsilosis), 0 que mostra que esse farmaco também
representa uma importante opgao terapéutica na pratica clinica para o tratamento de infec¢des

fangicas.
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Tabela 4: Efeito de A1CI e anfotericina B contra Candida albicans, Candida. tropicalis e Candida

parapsilosis na auséncia e presenca de ergosterol pg/mL.

A1CI (ug/mL)* Anfotericina B (ug/mL)*
Cepas fangicas
Auséncia de Presenca de Auséncia de Presenca de
ergosterol ergosterol ergosterol ergosterol
C.albicans
ATCC -76645 8 8 0,125 32
LM -441 64 64 0,25 32
LM - 600 64 64 0,25 64
C. tropicalis
ATCC - 13803 16 16 0,25 32
LM -98 64 64 0,5 32
LM -111 64 64 0,25 32
C. parapsilosis
ATCC - 22019 16 16 0,125 32
LM -78 64 64 0,25 64
LM - 197 128 128 0,25 64

*Valores modais de trés experimentos

A membrana plasmatica fangica € uma estrutura altamente complexa que desempenha
papéis criticos nos processos infecciosos, pois esta barreira medeiam a secre¢do de fatores de
viruléncia, endocitose, sintese de parede celular e morfogénese de hifas invasivas. Além disso,
as proteinas inseridas em membrana formam um aracabouco estrututal, medeiam o transporte
de nutrientes, detectam pH, osmolaridade e favorecem sinalizacdes do ambiente extracelular
(DOUGLAS; KONOPKA, 2016).

O ergosterol é um componente da membrana celular fungica, que regula a estrutura
da membrana, auxilia na transducdo de sinal para segundos mensageiros, organizacdo do
citoesqueleto, crescimento celular e transporte de substancias entre a bicamada lipidica
(HARIKRISHNAN et al., 2022). Desta forma, a auséncia desses componentes, desempenha um
papel critico na membrana plasmatica na viruléncia de modo que aumenta a fluidez da
membrana facilitando a difusdo de varios medicamentos.

Polienos e azois sdo duas classes de antifungicos que prejudicam a funcéo do ergosterol
na membrana celular fungica. A primeira classe (anfotericina B), tem como alvo direto o
ergosterol, formando canais na membrana celular que causam a perda de permeabilidade da
membrana, acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROS), com influxo de ions de
hidrogénio e efluxo de ions de potassio da célula que causam acidificacdo celular e moléculas
essenciais a sobrevivéncia celular, como amino&cidos e agucares e comprometimento de

funcBes enzimaticas. A agdo fungistatica pode ser obtida usando diferentes concentragdes de



7

polienos enquanto acdes fungicidas podem ser geradas variando o pH e usando uma alta
concentragdo de drogas (AHMED et al., 2021).

Nessa perspectiva, foi avaliada a capacidade dos compostos teste formarem complexos
com ergosterol. E pode-se observar que na presenca de ergosterol exdgeno, a molécula sintética
A1CI ndo se complexam a este e ndo se ligam ao ergosterol da membrana. Portanto, a CIM do
A1CI ndo aumentou na presenca do ergosterol exdgeno, porque ndo foi observado uma maior
concentragdo do produto no meio de crescimento para que ocorresse interacdo com ergosterol
da membrana fungica.

Em contrapartida, utilizou-se anfotericina B porque possui mecanismo de acédo
conhecido, no qual ocorre interagdo com ergosterol da membrana para servir de controle
positivo (ESCALANTE et al., 2008).

Desta forma, pode-se inferir que a molécula sintética ndo desencadeia seus efeitos
fungicidas por meio de ligacdo aos esterdis de membrana, ndo ocasionando desestabilizacao
na integridade e funcionalidade de membrana celular. O préximo passo foi investigar seu

possivel efeito antifingico em associa¢do com o fluconazol.

6.5 Determinac&o do indice de Concentraco Inibitoria Fracionada (Método de Checkerboard)

de 2-cloro-N-Fenilacetamida associado com antifingico padrao

Os resultados para esse protocolo experimental encontram-se expressos na Tabela 5. A
associacdo entre A1Cl e fluconazol demonstrou efeitos antifungicos de indiferenca (ICIF>1e
< 4), de modo que nenhuma das associagdes modulou de modo positivo a a¢do antifungica
contras as espécies flngicas, visto que as concentracdes inibitorias dos compostos combinados
ndo foram significativamente inferiores (efeitos sinérgicos) ou superiores (efeitos antagbnicos)

as concentracdes inibitorias isoladas destes mesmos produtos.
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Tabela 5: Determinacdo do indice de Concentracdo Inibitoria Fracionada (ICIF) da associacio
entre A1C com fluconazol sobre cepas de Candida albicans, Candida tropicalis e Candida
parapsilosis - Método Checkerboard.

Cepas flngicas *CIM lIsolado *CIM combinado indice *ICIF
C. albicans
ATCC - 76645 1 2 (2) Indiferente
LM - 441 1 0,5 (1,5) Indiferente
LM - 600 1 0,5 (1,5) Indiferente
C. tropicalis
ATCC - 13803 1 1 (2) Indiferente
LM - 98 1 1 (2) Indiferente
LM - 111 1 2 (3) Indiferente
C. parapsilosis
ATCC - 22019 1 1 (2) Indiferente
LM -78 0,5 2 (2,5) Indiferente
LM - 197 1 0,5 (1,5) Indiferente

*CIM, concentragao inibitéria minima (ug ml™"); *ICIF, indice de concentrago inibitoria fracionada

O problema terapéutico decorrente de isolados de Candida resistentes a azdis requer
novos alvos e o desenvolvimento de novas abordagens farmacoldgicas para alcancar a reducao
do uso ou dosagem de drogas antifingicas. Esse fendmeno de resisténcia pode ser explicado,
em parte, como resultado da presséo seletiva causada pela profilaxia, manejo terapéutico e uso
irracional de antifingicos (ALVES et al., 2020). Com este propésito, a associa¢do de A1Cl e
fluconazol foi avaliada a fim de buscar efeitos sinérgicos.

Por esse motivo, avaliamos possiveis interacdes entre A1Cl e fluconazol pelo modelo
experimental de checherboard, que consiste em método empregado em pesquisas cientificas
para avaliar as interag0es medicamentosas no intuito de superar as limitagdes de monoterapias
antifangicas.

A eficiéncia de taxa de inibicdo/morte de microrganismos, é baseado na reducéo na
duracdo de terapia clinica para que o surgimento de resisténcia aos farmacos sejam
minimizados, além de buscar a ampliacdo do espectro de agdo e diminuicdo da toxicidade
relacionada aos tratamentos convencionais, na medida em que a associacdo entre dois
compostos permitam a redugdo de doses dos agentes antimicrobianos a serem administrados
(OLIVEIRA, 2015).

No entanto, a determinacdo do indice de concentracdo inibitoria fracionada avalia
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apenas a suscetibilidade do fungo & combinacdo de medicamentos, impedindo que fatores
associados aos hospedeiros, como imunidade, morbidades, vias de adminstracao,
envelhecimento populacional e uso cronico de terapias medicamentosas que afetam
grandemente a eficacia de um agente antifangico em prética clinica, nem sempre podem ser

simulados em estudos in vitro ou em modelos animais (SPITZER et al., 2017).

Nas interacGes sinérgicas a associac¢do de dois compostos deve levar a uma reducgdo de
quatro vezes a CIM de ambos os farmacos em comparagdo a CIM de cada um quando utilizado
isoladamente, ou seja, o efeito combinado de duas drogas é maior do que a soma dasatividades
individuais de cada droga (WAMBAUGH et al., 2020).

Séo atribuiveis, as inibi¢bes de diferentes estagios em vias bioguimicas intracelulares
fangicas essenciais a sobrevivéncia celular, aumento da penetracdo do agente antifungico
proporcionada pela acdo de outro antifingico na membrana plasmatica ou danos a parede
celular, aumentando a permeabilidade e facilitacdo de movimento de drogas por meio da
membrana celular até seus alvos. Alem disso, inibicdo de proteinas carreadoras e inibicdo de
diferentes alvos celulares simultaneamente, ocorrem por meio de interagcbes sinergicas
(JOHNSON et al., 2004; OLIVEIRA SANTOS et al., 2018).

Em contraste, um efeito “ndo interativo”, “indiferente” ou “interagdo zero” reflete uma
resposta de efeito antifingico linear esperada quando dois agentes combinados ndo “mascara”
e nem aumenta a eficacia de outra droga, ou seja, denota o efeito que é esperado ou medido
quando a combinacdo de varios medicamentos leva a nenhuma sinergia e ndo apresentam efeito
aditivo ou antagonico (VAN VUUREN; VILJOEN, 2011; PEMOVSKA, et al., 2018). Além do
mais efeitos aditivos e combinagdes ndo interativas indicam que acombinacéo de efeitos deduas
substancias € um efeito de “soma pura” (CAESAR; CECH, 2019).

Por Gltimo, uma combinacgdo de drogas € antag6nica quando a atividade combinada das
drogas € menor do que a resposta de cada droga individual (PEMOVSKA, et al., 2018).

Esses efeitos podem ocorrer por meio de varios mecanismos distintos, como: acao
antifungica direta no mesmo sitio de a¢éo que resulta em diminuicdo da capacidade de outros
compostos para exercer seus efeitos competitivos no mesmo local ou em um alvo alterado;
Adsorcdo a superficie da célula por uma molécula que inibe a ligagdo de outro agente
antifungico ao seu local alvo de atividade; Modificagdo de um alvo ap6s exposi¢cdo a um agente
antifangico que torna o patdgeno menos susceptivel aos efeitos de outros antifingicos
(JOHNSON et al., 2004).

Baseado em diferentes mecanismos de acdo apresentados de drogas, a associac¢ao torna-
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se uma op¢ao necesséria e viavel a ser estudada para avaliar o comportamento da combinacao,

reducdo em concentracfes e aumento de atividade antifingica.

Resultados semelhantes foram descritos por Ferreira et al. (2021) em que detectaram
interacdes antagonicas entre A1Cl com anfotericina B e voriconazol contra Aspergillus flavus,
demonstrando que avaliacGes em combinagdes sdo urgentes e necessarias para novas estratégias
contra infecgGes fungicas. Embora o uso de terapias combinadas ainda ndo sejam promissoras
no modelo avaliado, evidéncias de indiferenca in vitro podem significar muito noprocesso de

determinacdo da terapia adequada.

Diante dos resultados, estudos devem ser realizados para complementar a investigacao
de seu mecanismo de acdo e elucidar a forma com que esta substancia exerce seu efeito
inibitdrio. Desta forma, investigamos o possivel efeito antibiofilme de A1Cl em modelos in

vitro.

6.6 Sensibilidade de biofilmes em modelos in vitro

De acordo com os resultados obtidos para os ensaios de efeito antibiofilme é possivel
inferir que A1Cl mostrou uma forte atividade de inibi¢cdo em concentragc6es subinibitdrias. Apos
1/4 CIM houve reducdo em mais de 30% na formagéo de biofilme e em mais 40% na inibigéo
de biofilme pré-formado (ruptura) contra C. albicans, C. tropicalis e C. parapsislosis quando
comparados aos respectivos grupos ndo-tratados Figura (14 a 19).

Para os valores de CIM, utilizados neste estudo, ALCI promoveu uma inibicao superior
a 60% no efeito antibiofilme de células plancténicas e em mais de 57% de biofilme pré-formado
(ruptura), quando comparados 0s respectivos grupos controles (Figura 14 a 19), enfatizando o

potencial efeito antibiofilme dessa molécula em concentracGes-dependentes.
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Figura 14: Efeito inibitorio de A1CI e fluconazol sobre a formacdo do biofilme in vitro de Candida albicans ATTC-76645 (A), LM - 441 (B) e LM-600
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Figura 15: Efeito inibitorio de A1ClI e fluconazol sobre a formacao do biofilme in vitro de Candida tropicalis ATTC-13803 (A), LM - 98 (B) e LM-111
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Figura 16: Efeito inibitorio de A1CI e fluconazol sobre a formacéo do biofilme in vitro de Candida parapsilosis ATTC-22019 (A), LM - 78 (B) e LM-

197 (C).
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Figura 17: Efeito inibitorio de A1CI e fluconazol sobre biofilme pré-formado (ruptura) in vitro de Candida albicans ATTC-76645 (A), LM - 441 (B) e
LM-600 (C).
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Figura 18: Efeito inibitorio de A1CI e fluconazol sobre biofilme pré-formado (ruptura) in vitro de Candida tropicalis ATTC-13803 (A), LM - 98 (B) e

LM-111 (C).
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Figura 19: Efeito inibitorio de A1ClI e fluconazol sobre biofilme pré-formado (ruptura) in vitro de Candida parapsilosis ATTC-22019 (A), LM - 78 (B)
e LM-197 (C).
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0.01 comparado com o grupo controle negativo.
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Espécies de Candida tém a capacidade de desenvolver biofilmes que tornam mais forte
a sua aderéncia aos tecidos e aumento de resisténcia aos medicamentos antifingicos. Sabe-se
que, uma vez formado o biofilme, as células de Candida spp dentro de matrix exopolimérica
tornam-se intrinsecamente resistentes (AHAMAD et al., 2022), o que implica em alta taxa de
infeccdo, recidiva da doenca e graves implicagfes clinicas, gerando um grande problema em
salde publica.

Além disso, os tecidos humanos queratinizados, sdo nichos comuns para a formagéo
e progressdo de biofilmes que fornecem resisténcia a altas concentracdes de compostos
antifngicos que variam de acordo com as espécies de microrganismos, qualidade do ambiente,
nutrientes e muitos outras variantes (HEREDERO-BERMEJO et al., 2020).

A capacidade de alguns microrganismos, como C. albicans, C. tropicalis e C.
parapsilosis formarem biofilmes, contribui para formacéo de viruléncia, resisténcia fungica e
falhas terapéuticas. Nesse contexto, o desenvolvimento de novas moléculas sintéticas séo
ferramentas eficazes para remover biofilmes ndo s6 melhorando o tratamento de infecgdes
relacionadas, mas também oferecer beneficios para retardar a propagacdo da resisténcia aos
medicamentos antifungicos (SALARI et al. 2018).

No modelo experimental de inibicdo de formacdo e ruptura de biofilme pré-formado in
vitro foi possivel observar que A1Cl apresentou atividade antifingica, correspondendo a efeito
concentracdo dependente. De modo que a acdo antibiofilme desse composto pode estar
envolvido na capacidade de impedir fixacdo superficial de células planctonicas, substancias de
matrix polimérica extracelular (EPS) e na destruicdo de rede polimérica (microcol6nias),
resultando em caracteristicas fenotipicas diferenciais que levam a diminuicéo de resisténcia aos
antifungicos e as possivies a¢des do sistema imunoldgico do hospedeiro.

De acordo com a literatura, biofilmes sdo estruturas de resisténcia que impedem acéo de
farmacos, e geralmente as concentracdes efetivas sdo superiores a CIM, de modo que os agentes
antifungicos sdo geralmente menos eficazes contra biofilmes formados do que células
planctonicas. Varios estudos relatam que biofilmes de Candida sdo 30-2000 vezes mais

resistentes do que as células planctonicas contra drogas antifungicas (MORENO et al., 2021).

Kwasny e Opperman (2010) classificam uma substancia com boa atividade antibiofilme
quando inibe >80% do crescimento do biofilme e inibir >40% do crescimento plancténico em
comparagdo com controles nédo tratados. No presente estudo, observa-se que A1Cl apresentou
significativa atividade antibiofilme em concentragdes sub inibitorias com > 20% para inibigao

do crescimento sobre a formacdo de biofilme e ruptura de biofilmes pré-formados e
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suprainibitorias em > 70% sobre a formacéo e ruptura de biofilmes, a partir dos valores de
ClMs.

Portanto, pode-se observar que mesmo em concentracdes abaixo de CIM A1CI
interferiu na formagéo de biofilmes e na ruptura, sendo evidenciado um efeito antibiofilme
potencialmente promissor da substancia,o que deve ser investigado e avaliado também contra
outros microrganismos potencialmente patogénicos, a fim de obter um novo agente para

combater este relevante fator de viruléncia.

A boa atividade antibiofilme dessa molécula, pode ser atribuida a presenca do atomo de
cloro e regides de ressonancia N- Fenilacetamida. Essas estruturas quimicas podem permitir
maior penetracdo na rigida matriz polimérica extracelular dos biofilmes de Candida e assim
exercer acdo antifungica em baixas concentracfes. Relatdrios sobre a eficicia desses compostos
sintéticos contra biofilmes fungicos, sdo limitados. Todavia, nosso grupo de pesquisa mostrou
resultados semelhantes de atividade antibiofilme de compostos com derivados N-
Fenilacetamida por Melo et al. (2020), de modo que A1Br diminuiu consideravelmente a
formagé&o de biofilme de Criptococcus neoformans em concentragdes 4xCIM em mais de 80%,
caracterizando uma resposta em concentragdo-dependente.

Foi observado que varias classes de medicamentos antifingicos, notoriamente os azdis,
guando utilizados na pratica clinica em concentracdes abaixo do ideal, aumentam o potencial
de formacéo de biofilme por diferentes mecanismos, favorecendo a progressdo, aumento de
viruléncia e cronicidade em infec¢des fungicas, fato esse evidenciado em nossa pesquisa, Visto
gue em concentragdes sub-inibitorias, o fluconazol ndo promoveu erradicacdo na formacéo e
ruptura de biofilmes.

El-Houssaini et al. (2019), mostraram que o fluconazol n&o tem efeito antibiofilme em
concentragfes subinibitérias. Além do mais, Gupta et al. (2019) descreveram a baixa
suscetibilidade de espécies de Candida ao fluconazol e que a droga ndo inibiu o
desenvolvimento do biofilme, evidenciando uma forte fator de resisténcia aos antiflngicos, o
que também foi observado na presente pesquisa.

A indugédo da formacdo de biofilme em concentragdes subinibitorias em resposta a
presenca de farmacos é um processo clinicamente relevante, porque durante o tratamento da
infeccdo, uma parte da populagdo de microrganismos é exposta a niveis subdtimos, mesmo

quando as condicOes recomendadas de uso do medicamento, sdo seguidas.
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Considerando que o biofilme é um dos principais mecanismos de resiténcia aos
farmacos convencionais utilizados em prética clinica e baseado nos resultados promissores
dessa substancia, o proximo passo do estudo foi avaliar o efeito antibiofilme em metodologia
gue mimetizasse a0 méaximo as infec¢cGes em unhas de humanos, como no modelo ex-vivo de

infeccdo de fragmentos de unhas sadias na presenca e auséncia de drogas.

6.7 Sensibilidade de biofilmes em modelos ex vivo

Com base nos reultados obtidos para efeito antibiofilme em fragmentos de unhas, A1CI
mostrou uma atividade inibitoria em >50% contra C. albicans, C. tropicalis e C. parapsislosis,
levando em consideracao a menor concentracdo em que nao ocorreu crescimento visivel (CIM),
tanto para as células planctonicas e ruptura de biofilmes em unhas, quando comparados 0s
respectivos grupos controles (Figura 13 a 18), enfatizando o potencial efeito antibiofilme dessa
molécula em concentracdo-dependente.

Todavia, para o fluconazol alcancar o mesmo efeito antibiofilme em > 50% foi
necessario 4xCIM para inibir o crescimento de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsislosis
sobre os fragmentos ungueais, caracterizando resisténcia ao principal farmaco utilizado no
tratamento para onicomicoses e esses dados corroboram com os resultados obtidos nos

experimentos de CIMs.
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Figura 20: Efeito antibiofilme de A1ClI e fluconazol sobre células planctdnicas em fragmentos de unhas (ex vivo) frente Candida albicans ATTC-
76645 (A), LM - 441 (B) e LM-600 (C).
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Os resultados estdo expressos como média aritmética. Analise de variancia de uma via (ANOVA): seguido de pds-teste teste de Tukey; *** p <0.001; ** p<0.01

comparado com o grupo controle negativo.
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Figura 21: Efeito antibiofilme de A1Cl e fluconazol sobre células planctdnicas em fragmentos de unhas (ex vivo) frente Candida tropicalis ATTC-

13803 (A), LM - 98 (B) e LM - 111 (C).
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Os resultados estdo expressos como média aritmética. Analise de variancia de uma via (ANOVA): seguido de pds-teste teste de Tukey; *** p <0.001; ** p<0.01

comparado com o grupo controle negativo.



92

Figura 22: Efeito antibiofilme de A1CI e fluconazol sobre células plancténicas em fragmentos de unhas (ex vivo) frente Candida parapsilosis

ATTC-22019 (A), LM - 78 (B) e LM-197 (C).
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Os resultados estdo expressos como média aritmética. Anélise de variancia de uma via (ANOVA): seguido de pos-teste teste de Tukey; *** p <0.001; ** p <0.01
comparado com o grupo controle negativo.
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Figura 23: Efeito antibiofilme de A1CI e fluconazol sobre ruptura de biolfimes pré-formados em fragmentos de unhas (ex vivo) frente Candida

albicans ATTC-76645 (A), LM-441 (B) e LM-600 (C).
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Os resultados estdo expressos como média aritmética. Analise de variancia de uma via (ANOVA): seguido de poOs-teste teste de Tukey; *** p < 0.001; ** p <0.01

comparado com o grupo controle negativo.
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Figura 24: Efeito antibiofilme de A1CI e fluconazol sobre ruptura de biofilmes pré-formados em fragmentos de unhas (ex vivo) frente Candida
tropicalis ATTC-13803 (A), LM - 98 (B) e LM-111 (C).
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Os resultados estdo expressos como média aritmética. Analise de variancia de uma via (ANOVA): seguido de pds-teste teste de Tukey; *** p <0.001; ** p<0.01
comparado com o grupo controle negativo.
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Figura 25: Efeito antibiofilme de A1Cl e fluconazol sobre ruptura de biolfimes pré-formados em fragmentos de unhas (ex-vivo) frente Candida
parapsilosis ATTC-22019 (A), LM-78 (B) e LM-197 (C).
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Os resultados estdo expressos como média aritmética. Analise de variancia de uma via (ANOVA): seguido de pOs-teste teste de Tukey; *** p < 0.001; ** p <0.01

comparado com o grupo controle negativo.
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A capacidade dos microrganismos de aderir ao tecido do hospedeiro e formar biofilmes,
além de ser um fator essencial na etiopatologia de onicomicoses, também pode ser um
importante mecanismo de resisténcia as lesdes, fontes de disseminacdo da doenca e resisténcia
aos antifngicos convencionalmente utilizadas no tratamento dessas infeccdes (PERES et al.,
2010; JASIM et al., 2016).

Nas Ultimas décadas a existéncia de infecgdes fungicas em unhas humanas como um
substrato em modelos experimentais in vitro para a formacao de biofilme tem favorecido na
compreensdo de transicdo de crescimento planctdnico para formacdo séssil pelo fato de que a
interacdo e adesdo aos tecidos do hospedeiro, impacta diretamente no acometimento e
severidade de onicomicoses (GUPTA et al., 2016).

Beaseado nessa premissa, 0os modelos experimentais ex vivo sdao fundamentais para a
avaliacdo de novos farmacos, uma vez que tentam mimetizar as condi¢bes in vivo.
Selecionamos fragmentos de unhas humanas como um modelo ex vivo com base em trés pontos:
(1) A1CI mostrou atividade antifungica em diferentes concentragdes; (2) o uso tdpico de
antifungicos pode ser mais seguro do que a terapia oral; (3) o potencial uso tdpico de
formulacGes com A1CI possibilita estudos futuros de aplicac6es clinicas.

Além do mais, a busca por modelos ex vivo substituem e otimizam estudos in vivo
promovendo o bem-estar animal, visto que esses modelos promovem uma melhor simulagéo do
comportamento infeccioso em seu ambiente natural, auxiliando na compreensé@o dos aspectos
fisicos, quimicos e moleculares de interacdo desses microrganismos com o meio hospedeiro.

Recentemente, diversas evidéncias foram estendidas para C. albicans, C. parapsilosis,
C. tropicalis e C. glabrata com uso de fragmentos de unhas como substrato para o crescimento
do biofilme (VILA et al., 2015a; VILA et al., 2015b). No presente estudo, os resultados dos
efeitos antibiofilme em unhas, sugerem que concentra¢fes subinibitérias de A1CI, sdo
promissoras para erradicacdo de formas planctonicas e na penetragdo da droga com ruptura de
biofilmes, evidenciando um efeito concentracdo-dependente (Figuras 20 e 25).

Ao passo que o fluconazol, ndo apresentou atividade nessas concentragdes, sendo
necessario altas concentracdes para desempenhar um efeito antibiofilme no modelo avaliado.
Isto € uma achado extremamente importante, porque o fluconazol € o antifingico de referéncia
no tratamento sistémico para onicomicoses ocasionadas por Candida (HALVAEE et al., 2021).

Vaérios estudos relataram que a resisténcia dos biofilmes associada ao género Candida
frente aos azodlicos é particularmente pronunciada, dada a alta tolerancia desses

microrganismos, que permite a sua proliferacdo mesmo quando expostos a concentragdes 1.000
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vezes maiores do que as necessarias para inibir as células planctonicas (SCORZONI et al.,
2017). De fato, varios estudos tém mostrado a ineficacia de terapia antifingica contra diferentes
biofilmes fungicos.

Esses resultados corroboram com achados de Gupta et al (2019), em estudos de
crescimento de biofilme plancténico, a suscetibilidade de fluconazol para espécies de Candida
foi reduzido e que o fArmaco ndo promoveu inibicdo no desenvolvimento de biofilmes. Assim,
concentracdes tradicionais de terapias antifingicas podem ndo atingir CIMs no interior do
biofilme, dificultando o tratamento e remissdo da doenca.

Globalmente, essas descobertas encorajam o desenvolvimento de novos antifungicos
com mecanismos de acdo diferentes daqueles atualmente em uso clinico. Portanto, direcionar
biofilmes é crucial para projetar novos antifangicos, principalmente para o tratamento tépico.

Em recente estudo, Falotico e Lipner (2022) forneceram uma excelente atualizacdo
sobre agentes antifungicos e formulacdes para permeacdo em placa ungueal de drogas para o
tratamento de onicomicoses. Neste estudo, foi obervado que Amorolfina 5%, ciclopirox 8%,
solucdo de efinaconazol 10% e solucdo de tavaborol 5%, sdo utilizadas ha muito tempo em
prética clinica. E que essas condutas terapéuticas, estdo se tornando cada vez mais populares
porque podem penetrar nos biofilmes, ttm menores riscos de interagdes medicamentosas, uma
vez que ha pouca ou nenhuma absorcdo sistémica do medicamento e ndo requerem
monitoramento laboratorial.

Além disso, as formulac@es tdpicas, como as formas de verniz para unhas, melhoram a
eficacia do tratamento por permanecerem em contato com a placa ungueal por longos periodos,
liberando a droga no local infectado e atingindo os fungos em uma concentracdo efetiva
(GUPTA et al., 2022).

Nesta perspectiva, novas estratégias em relagdo a terapia antifingica, identificacdo de
alvos e tecnologias racionais de design de medicamentos, por meio de estudos computacionais
podem acelerar significativamente o processo de desenvolvimento de novos antifungicos,
reduzindo o tempo de cura, com maior seguranca clinica e qualidade de vida aos pacientes.
Estudos clinicos utilizando A1CI podem ser desenvolvidos a partir de ensaios toxicoldgicos que
garantam seguranca quanto a dose, formulagéo e selecdo de aplicacdo clinica, empregadas

atualmente no tratamento das onicomicoses.

6.8 Docking Molecular
Os resultados das moléculas ligantes, submetidas ao acoplamento molecular com
Dihidrofolato redutase (DHFR), Geranilgeraniltransferase-1 (GGTase-1) e Protease aspartica-2
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(SAP-2), para investigacdo de possivel ligacdo em seus sitios ativos, estdo expressos na Tabela
6. Todos os alvos avaliados apresentaram RMSD com valores de <2,0 A, durante anélise de
redocking, indicando encaixes/poses com confiabilidade de acoplamento no sitio alvo.

Os resultados para previsdo de encaixe basearam-se nas funcdes de pontuacédo
Moldockscore e Rerankscore, de modo que valores mais negativos indicavam melhores
acoplamentos. Desta forma, observamos que AL1CI apresentou valores de energia de ligagédo
maiores ou proximos a fluconazol em pelo menos uma funcgéo de pontuacao, indicando que essa
molécula interfere na funcionalidade dos alvos avaliados. Além do mais, como A1CI apresentou
menor energia de ligacdo, quando comparados ao ligante PDB para DHFR e SAP-2,
argumentamos que essas enzimas, podem ser alvos promissores susceptiveis a acao antifingica
de A1CI.

Foram analisadas interacGes detalhadas de A1Cl com as proteinas investigadas e
observamos ligacdo de hidrogénio com o aminoacido Glu32, interacdo de van der Waals com
0 aminoacido Vall0, interacdo eletrostatica com o aminoacido Met25 e interacdo hidrofdbica
com o aminoacido Phe36 no sitio ativo da enzima DHFR. Ligacdo de hidrogénio com o
aminoacido Argl60, trés interacdes hidrofébicas com os aminoacidos Gly221, Phe222 e
Trp300, e uma interagdo eletrostatica com o residuo Cys225, para GGTase-1 e ligacdo de
hidrogénio com a Thr55 e uma ligagdo estérica com o aminoacido GIn61 para SAP-2 (Figura
26).

Tabela 6: Energias de ligacdo (pontuacdo de Moldock e Rerank) de A1ClI, fluconazol e ligantes de banco de
dados de proteinas em alvos moleculares.

Score Score Score
Enzima | Classificacdo | RMSD (kca.mol) (kca.mol) (kea.mol)
A AlCI Fluconazol Ligante
(A) Moldock | Rerank | Moldock | Rerank | Moldock Rerank
DHFR Oxiredutase 1.90 -76.04 | -65.30 | -131.78 | -106.20 | -41.74 -38.45
GGTase-| Transferase 1.28 -55.48 | -47.43 | -66.01 -26.93 | -158.16 -38.45
SAP-2 Hidrolase 0.16 -25.13 | -23.53 47.26 60.01 -13.68 -11.80
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Figura 26: Interagdo molecular entre AL1CI e residuos de aminodcidos dos sitios ativos de Dihidrofolato
redutase (A), Geranilgeraniltransferase-1 (B) e Protease aspértica-2 (C).
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6.9 Dindmica molecular

As simulacdes de dinamica molecular foram realizadas para investigar A1CIl, em
ligacOGes as proteinas em estudo, sob a influéncia de solventes, flexibilidade e mudancas
conformacionais. O desvio da raiz quadratico médio (RMSD) é essencial para determinar como
a ligacdo do farmaco ao sitio ativo da proteina-alvo afeta sua capacidade para alcangar um
estado de equilibrio e quantificar a estrutura/flexibilidade de complexos proteina-droga durante
a simulacéo (JOSHI et al., 2021).

Para isso, 0 RMSD foi calculado para os &tomos de Ca de DHFR e foi evidenciado que
0 complexo CaDHFR-AL1CI mostrou estabilidade com variagdes entre 5 e 8ns e manteve sua
estabilidade acima de 10 ns, revelando uma estabilidade superior ao ligante PDB (Figura 27A).
Enquanto que a analise do complexo CaGGTase-lI, 0 RMSD mostrou que ambos (A1Cl e
fluconazol) apresentaram estabilidade similar (Figura 27B) e para SAP-2, 0 RMSD apresentou
0 mesmo padrdo de estabilidade para os compostos complexados com flutuacdes entre 0,2 a
0,3nm (Figura 27C). Assim, este achado foi indicativo que AL1CI permanece estavel dentro do
sitio ativo dos alvos moleculares avaliados, mesmo na presenca de fatores como solvente, ions,

temperatura, pressdo e flexibilidade proteica.

Figura 27: Desvio da raiz quadratico médio dos atomos de Co dos compostos A1CI, ligante
PDB e fluconazol com DHFR (A), GGTase-I (B) e SAP-2 (C).
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Para entender as diferentes mudancgas conformacionais, foi calculada a raiz quadrada
média de flutuacdo (RMSF), para cada aminoacido. O RMSF é usado para analisar como a
ligacdo da droga afeta flexibilidade estrutural da proteina durante a simulacdo dindmica
molecular, de modo que o maior valor de RMSF indica maior flexibilidade do complexo
proteina-ligante.

Considerando que flutuacdes acima de 0,3 nm contribuem para a flexibilidade da
proteina (Figura 28), obervamos que entre 0s 192 residuos de aminoécidos para DHFR, apenas
acguns residuos foram responsaveis pelas mudangas conformacionais (Figura 29A).
Finalmente, eles ndo influenciaram a afinidade e energia de ligacdo de A1Cl ao sitio ativo da
proteina. Para GGTase-l, dentre os 390 aminoacidos que compB8em a proteina, os aminoacidos
nas posicdes 82-84, 89, 147, 148, 256 e 258 sdo responsaveis pela modificacdo estrutural da
proteina (Figura 29B) e para SAP-2, 0os aminoacidos 51, 53, 86, 130, 244-249, 251, 256 e 257
sdo responsaveis pela modificacdo estrutural da proteina (Figura 29C). Assim, observou-se que
esses aminoacidos nao influenciam na afinidade de ligacdo dos compostos ao sitio ativo das

enzimas alvos.
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Figura 28. Desvio da raiz quadrético de flutuacBes dos atomos de Cao dos compostos ALCI,
ligante PDB e fluconazol com DHFR (A), GGTase-I (B) e SAP-2 (C).
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Figura 29: Simulac6es de dinamica molecular do complexo DHFR-A1CI, GGTase-AlCl e SAP-2-
A1CI (A) em 200 ps (b) e 600 ps (c), respectivamente.

Em verde estdo destacadas ligagdes de hidrogénio com o solvente (SOL) e varios aminoacidos. Em roxo e vermelho
estdo destacadas interagdes estéricas, verde representam ligacoes de hidrogénio e rosa, interacdes hidrofébicas.
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Nas Ultimas décadas, estudos com alvos moleculares em Candida spp séo cruciais para o
desenvolvimento de novos medicamentos, reduzindo tempo, custos e aumentando as chances
de sucesso de candidatos a medicamentos desejados. (SILVA et al., 2019). Nesse contexto,
foram realizados ensaios in silico para analises preditivas de possiveis células-alvo, envolvidas
na atividade antifungica de A1CI.

Atualmente, varias técnicas de modelagem molecular estdo disponiveis para facilitar as
tarefas de descoberta de drogas, sendo a maioria delas classificadas em abordagens baseadas
em estrutura e ligantes. Métodos baseados em estrutura contam com informacdes derivadas do
conhecimento tridimensional e seus residuos de um alvo de interesse e permitem classificar
moléculas de acordo com a complementaridade estrutural e eletrdnica de ligantes para um
determinado alvo (PINZI, RASTELLI, 2019).

Nesse contexto, o docking molecular esta entre um dos métodos in silico baseados em
estruturas mais conhecidas e bem-sucedidas, realizado pela primeira previsdo da orientacéo
molecular de um ligante dentro de um receptor e, em seguida, estimando sua
complementariedade por meio do uso de uma funcéo de pontuacdo (PINZI, RASTELLI, 2019).
Dado o potencial oferecido pelas predic@es, incluindo a dindmica molecular, esforcos
crescentes tém sido direcionados para explorar o espaco conformacional dos alvos, ligantes e
complexos ligante-alvo investigados e, assim, descrever melhor o comportamento dindmico
com prospecc¢do de futuros medicamentos.

Na via metabolica do folato para biossintese de timidina (precursor da replicacdo do DNA),
0 papel do DHFR é bem estabelecido, com a ajuda do NADPH a captacdo celular de acido
félico € regulada por meio de um mecanismo de transporte especializado seguido por sua
conversdo pela dihidrofolato redutase (DHFR) em tetrahidrofolato ativado (THF), essenciais
para sobrevivéncia celular fungica (SANAD et al., 2022). Visar a via biossintética do folato de
microrganismos patogénicos, desenvolvendo um antifolato adequado, € uma abordagem
promissora, altamente bem-sucedida no desenvolvimento de diferentes tipos de terapias
antimicrobianas. Portanto, estudos computacionais projetados para avaliar a farmacologia da
via metabolica do folato levam a exploracdo da molécula com resultados farmacoldgicos
desejados (MUJWAR; TRIPATHI, 2022).

Nossos resultados mostraram que A1CI inibiu o crescimento flngico e estruturas de
viruléncia, um processo fungico essencial para acometimento e severidade de onicomicoses.
Relatos em literatura, mostram que os inibidores de DHFR s&o amplamente utilizados no
tratamento de infecgdes fungicas, bacterianas, micobacterianas e contra a malaria e outras

infeccdes por protozoarios, porque geram matérias-primas essenciais para replicacdo de DNA
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e sintese de proliferacdo celular (SANAD et al., 2021) (Figura 30).

Conforme achados de Whitlow (1997), os inibidores de DHFR interagem com
aminoacidos Ile8, 1e9, Val10, Alall, Met31, Glu32 e Phe36, confirmando o viabilidade de
inibicdo de A1CI com o local alvo (Figura 29).

Além disso, foi realizado o RMSD para avaliar a dinamica de residuo e o grau de
flexibilidade do ligante complexo ao sitio ativo de CaDHFR na presenca do solvente. E foi
evidenciado que 0 RMSD do complexo CaDHFR-ALCI revelou estabilidade em torno de 2-3
ns e manteve sua estabilidade acima de 10 ns, sugerindo melhor estabilidade de ligacdo do que
o ligante (Figura 27). Para 0 RMSF de DHFR complexada ao composto A1CI, observamos
interacdes semelhantes as pesquisadas no docking apos simulacBes dinamicas em tempos de
200 e 600 ps. Como o RMSF foi inferior a 0,3 nm, pode-se inferir que A1CI permaneceu no
sitio ativo mesmo sob a influéncia de solventes e flexibilidade estrutural.

A GGTase-l é enzima heterodimérica de zinco que desempenha um papel critico na
integridade da parede celular fingica e na morfogénese. Além disso, possui baixa similaridade
de aminoéacidos (30%) com a isoforma humana (SUN et al., 2020). Desta forma, exploramos o
papel da GGTase-I na atividade antifingica de A1CIl. No entanto, com base nos resultados da
predicdo molecular, a inibicdo desta enzima possivelemnte ndo esta envolvida no mecanismo
de acdo de A1CI contra espécies de Candida.

A patogénse de Candida spp. é atribuida a véarios fatores, como adesdo, transicdo
morfolégica, invasdo dos tecidos do hospedeiro secrecdo de enzimas hidroliticas (aspartil
proteases secretadas), formacdo de biofilme e apresentacdo de antigenos. Polimorfismo,
especialmente na capacidade de formar hifas, e fendtipo de comutacdo, também sdo
propriedades particulares de Candida spp. que podem contribuir para a viruléncia. E que falhas
metabdlicas em proteinas associadas a viruléncia, incluindo Sap2, resulta na formacdo de
biofilmes defeituosos (AHMEDI et al., 2022).

Das enzimas envolvidas na invasdo ao tecido hospedeiro, as atividades de proteinase
aspartica secretada-2 (SAP-2), sdo essenciais como um fator de viruléncia e, portanto, oferece

um alvo potencial para intervencao terapéutica em infec¢des envolvendo espécies Candida.

Os biofilmes formados por fungos patogénicos, particularmente de Candida, sdo altamente
montados em células epiteliais e tecidos, 0 que causa o desenvolvimento de resisténcia aos
medicamentos. Estudos recentes, indicam que SAPs foram considerados como fatores
importantes para a formacéo de biofilme. Além disso, é relatado que a producdo de SAPs

melhorou a exposicao de biofilmes de C. albicans a concentracdes subinibitorias de fluconazol
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(LI etal., 2020).

Sabe-se que a primeira classe de inibidores de SAP2 foi identificada por triagem virtual de
base de dados SPECS (DONG et al., 2018). Desta forma, ha uma necessidade urgente de
projetar inibidores seletivos para SAP2, que possam ser usados como moléculas sintéticas, para
explorar fungdes bioldgicas, farmacologicas e validacao de alvos potenciais com descoberta de
novos agentes antifungicos, bem como levar a novas categorias terapéuticas com novos
medicamentos (L1 et al., 2020; BU et al., 2022).

Em nossos estudos, foi observado que A1CI apresentou resultados de ligacdo a SAP-2,
superiores ao fluconazol e ligante PDB. Além do mais, é importante ressaltar que a interacdo
de inibidores de SAP2, com aminoacidos Ser36, Asnl131, Glul93, Argl95, Tyr225, inibiu
significativamente a formacéo e a filamentagéo do biofilme de C. albicans, C. tropicalis e C.
parapsilosis resistentes a azois (L1 et al., 2020), o que pode ser evidenciado acdo de inibi¢do de

A1CI no alvo analisado (Figura 30).

Figura 30: Descrigdo de alvos moleculares de A1CI para mecanismos antibiofilmes.
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Fonte: Autoria propria (2023).
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7.0 CONCLUSAO
As investigacdes desenvolvidas nessa pesquisa contribuem para os estudos de atividade
antifangica de 2-Cloro-N-fenilacetamida, com énfase em atividades contra C. albicans, C.

tropicalis e C. parapsilosis. Com base em nossos resultados pode-se sugerir que:

- A1ClI possui efeito antifangico;
- Seus efeitos antifungicos estdo correlacionados na reducdo de fatores de viruléncia;

- Seus mecanismos de atividade antifungica ndo envolvem parede celular e a membrana

plasmaética;

- A associacdo de A1CI com fluconazol possui efeito de indiferenca para sua atividade

antifangica;

- Possui atividade antibiofime em modelos in vitro e ex vivo (fragmentos de unhas

humanas).

- Inibigdo das enzimas Dihidrofolato reductase e Protease aspartica-2 envolvidas em sintese

de material genético, proliferacdo celular, invasdo em tecidos e formacéo de biofilmes.

Fungicida In vitro: placas de poliestireno

Altera a morfologia v Ex vivo: unhas humanas

Dihidrofolato reductase O————0O Protease aspartica-2

v

0 oS

f_],__\t',;.;;;;_'-} Inibe o crescimento, proliferacao celular e viruléncia:
“Y on > Candida albicans, Candida tropicalis, Candida

L'.J-J_" ) 2 o
" Y, parapsilosis
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8.0 PERSPECTIVAS
Considerando que A1Cl apresentou resultados promissores frente a atividadeantifungica

propdem se uma continuidade dos estudos com essa substancia. Para isso, se faz necessario:

- Realizar ensaios de danos oxidativos-metabdlicos para explicar os efeitos fungicidas,
- Realizar os estudos de toxicidade in vitro e em modelos animais;
- Realizar estudos de toxicidade pré-clinica

- Realizar estudos de formulacédo e ensaios pré-clinicos topicos.
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Oliveira Lima/DCF/CCS/Bolsista de Produtividade em Pesquisa/CNPq.

Ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias da Satde/UFPB: Vimos por
meio deste documento, solicitar a dispensa de obtencdo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) do Projeto: Avaliacdo da Atividade Antifungica de 2-Cloro-N-
Fenilacetamida (A1Cl) Contra Espécies de Candida de Origem Clinica, proposto pelos
pesquisadores: Alberto Shellygton Lima (Doutorando) e Profa. Dra. Edeltrudes de Oliveira
Lima (Orientadora). A solicitacdo € direcionada para os participantes [falecidos][e/ou][sem
possibilidades de contato (sem acompanhamento regular na instituicdo, sem endereco
residencial valido e/ou sem contato telefénico ap6s pelo menos trés tentativas frustradas)], com
base na Res. CNS 466/12 item 1V.8 que contempla a dispensa do TCLE em situacdes de
impossibilidade de obtengdo do mesmo.

A dispensa para o uso de TCLE esta sendo solicitada porque se fundamenta como um
estudo observacional, qualitativo-quantitativo, analitico/descritivo que contempla o uso de
dados dos resultados dos exames micologicos de pacientes portadores de infeccGes ungueais
(onicomicoses) a partir de materiais biologicos coletados e armazenados como parte da rotina
clinica de uma instituicdo privada do municipio de Jodo Pessoa/Paraiba/Brasil. Portanto, as

etapas do estudo serdo realizadas sem adicdo de riscos aos participantes da pesquisa ou



129

prejuizos ao bem-estar dos mesmos.

O pesquisador, orientador e demais colaboradores envolvidos no Projeto em questao se
comprometem, individual e coletivamente, a utilizar os dados provenientes deste, apenas para
os fins descritos e a cumprir todas as Diretrizes e Normas Regulamentadoras descritas na
Resolucdo CNS N° 466/12, e suas complementares, no que diz respeito ao sigilo e

confidencialidade dos dados coletados.

Jodo Pessoa, 13 de Agosto de 2019.

Pesquisador: Alberto Shellygton Lima

Ciente: Profa. Dra. Edeltrudes de Oliveira Lima (Orientadora)
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: UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
N CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE it
Y DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS PgPNSB
UFPB

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) participante,

Esta pesquisa que tem como titulo Avaliagdo da atividade antifingica de 2-cloro-N-
fenilacetamida (A1CIl) contra espécies de Candida de origem clinica esta sendo
desenvolvida pelo Laboratério de Pesquisa de Atividade Antimicrobiana e Antiflngica de
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, sob orientacdo da Professora Dra. Edeltrudes de
Oliveira Lima.

Esta pesquisa tem por objetivo fazer um estudo ex-vivo referente a capacidade de espécies do
género Candida spp. infectar fragmentos de unhas por meio de modelos experimentais in vitro.
Os dados reunidos serédo utilizados na elaboragéo da Tese de Alberto Shellygton Lima, como
cumprimento de uma das metodologias da pesquisa.

Para tanto, vocé sera solicitado a responder uma série de questdes abertas e fechadas sobre o
tema. Suas respostas sdo completamente andnimas e apenas 0s pesquisadores diretamente
envolvidos no projeto terdo acesso aos dados. Vocé nunca sera pessoalmente identificado neste
projeto de pesquisa.

Riscos minimos sdo esperados no seu envolvimento nesse estudo, pois vocé ndo tera que relatar
dados ou experiéncias que causem desconforto, assim como também ndo existem beneficios
diretos para vocé. No entanto, espera-se que, através da sua participacdo, ospesquisadores
possam compreender melhor os mecanismos pelos quais se desenvolvem este tipo de infec¢do
fangica.

Sua participacéo é totalmente voluntaria. VVocé é livre para parar de respondé-lo em qualquer
momento antes de finaliza-lo. Ao preencher o questionario, vocé estara de acordo que os dados
sejam utilizados e analisados. Por favor, lembre-se que ndo existem respostas certas ou erradas.
NOs estamos apenas interessados em conhecer sua opinido sincera.

Em caso de duvida, vocé pode entrar em contato com o pesquisador responsavel por esta
pesquisa: Alberto Shellygton Lima (shellygton@hotmail.com) e com a orientadora da pesquisa

Profa. Dra. Edeltrudes de Oliveira Lima, por meio do e-mail: edelolima@yahoo.com.br.


mailto:edelolima@yahoo.com.br

131

AUTORIZACAO

Apos ter lido a descricdo do estudo e ter sido informado sobre a finalidade da pesquisa
Avaliacdo da atividade antifungica de 2-cloro-N-fenilacetamida (A1CIl) contra espécies de
Candida de origem clinicaem individuos voluntarios AUTORIZO a minha participacdo no
mesmo. Compreendo que a minha participacdo é voluntéria e que posso desistir de continuaro
estudo, a qualquer momento. Autorizo também a liberacdo das informacgdesobtidas para

apresentacao em eventos cientificos e publicacfes, desde que a minha identidade seja protegida.

Participante da
pesquisa

Alberto Shellygton Lima

Enderecos:

Comité de Etica em Pesquisa

Participante da pesquisa
Polegar direito

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal daParaiba
Campus | - Cidade Universitaria - 1° andar - CEP 58051-900 - Jodo Pessoa/PB.
(83) 32167791 - E-mail:eticaccsufpb@hotmail.com
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