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RESUMO

As infecgdes flingicas s@o um problema crescente na satde publica, pois, os fungos sdo seres
com uma amplo espectro clinico, além de serem oportunistas podendo causar infec¢des dos
mais variados niveis de gravidade, desde algo superficial até mesmo sistémico, atingindo 6rgaos
vitais, aumentando os niveis de morbimortalidade dos individuos, o que causa um grande
impacto na saide humana. O gé€nero Aspegillus spp. compreende vdrias espécies, dentre estas
a mais comuns em um processo de patogenia e com maior indice de prevaléncia de infeccao
temos o A. fumigatus seguido de outras espécies como A. flavus. Portanto, este trabalho teve
como objetivo, investigar o potencial de atividade antiftingica do derivado de carboidrato
endnico e sua associacdo com a anfotericina B contra Aspergillus spp. O teste da atividade
antiftingica foi realizado pelo método da microdiluicao em caldo, sendo observado sua eficicia
antifiingica contra as cepas de Aspergillus spp., inibindo o crescimento dos microrganismos.
Na associacdo com a anfotericina B utilizando a técnica de checkerboard, foi visto que sua
combinacdo resultou na classificacdo como antagonista. Concluiu-se neste estudo a eficicia e
potencial biolégico na atividade antifingica voltado para o composto testado, o derivado de
carboidrato endnico, porém devem ser feitos estudos para que haja um melhoramento através
da modificacdo da molécula, gerando um possivel aumento em seu espectro de acdo e

compatibilidade sinérgica com outras substancias.

Palavras-chaves: Aspergillus spp.; associacdo de substincias; atividade antifiingica;

aspergilose.



ABSTRACT

Fungal infections are a growing problem in public health, as fungi are beings with a clinical
spectrum, in addition to being opportunistic and can cause the most varied levels of severity,
from something superficial to the same systemic, reaching vital organs, increasing levels of
morbidity and mortality of those belonging, which has a major impact on human health. The
genus Aspegillus spp. comprises several species, among these several species in a pathogenic
process and with a higher rate of prevalence of infection, A. fumigatus followed by other
species such as A. flavus. Therefore, this study aimed to investigate the potential of the
antifungal activity of the enonic carbohydrate derivative and its association with amphotericin
B against Aspergillus spp. The antifungal activity test was carried out using the broth
microdilution method, and its antifungal efficacy against Aspergillus spp. Strains was observed,
inhibiting the growth of microorganisms. In association with amphotericin B using a
checkerboard technique, it was seen that its combination resulted in classification as an
antagonist. In this study, the effectiveness and biological potential of the antifungal activity
towards the tested compound, the enonic carbohydrate derivative, were concluded. However,
studies should be carried out so that there is an improvement through the modification of the
molecule, generating a possible increase in its spectrum of action and synergistic compatibility
with other substances.

Keywords: Aspergillus spp.; association of substances; antifungal activity; aspergillosis.



AN

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estrutura da Salicina ..........cccccvviiiiiiiiiiiieeeeee e 21
Figura 2 - Procedimento de preparac@o do inOCUlo ..........cceevvvviiiiiiiiieniiniiiiiiieeeeeen, 22
Figura 3 - Método de microdilui¢do em caldo .........ccooeiieiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiceeeieec e 24
Figura 4 - Esquema de distribuicdo entre os compostos no processo de associagao ...... 25

Figura S - Esquema do célculo para determinacio de ICIF .........c.ccccceiiiiiiiniiiinnnn. 26



LISTA DE TABELAS

1. Tabela 1 - valores da CIM* em pug/mL das substancias testadas contra Aspergillus spp.27

2. Tabela 2 - Associacdo entre o carboidrato endnico (A) e a anfotericina B (B)............... 29



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS
Al — Aspergilose Invasiva
AIDS — Sindrome da Imuno Deficiéncia Adquirida
ATCC — American Type Culture Collection
CIF — Concentragdo Inibitéria Fracionada
CIM - Concentrag¢ao Inibitéria Minima
CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute
DMSO — Dimetilsulféxido
ICIF — Indice de Concentracfo Inibitéria Fracionada
mL — Mililitro
RPMI — Roswell Park Memorial Institute
UFC — Unidades Formadoras de Colonia

pug — Micrograma



SUMARIO

1. INTRODUGAO........cooioiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt n e 13
2. OBIETIVOS ...ttt e st e e e e abeeeee s 15
2.1 ODBJEIVO GOTAL......eeiiiiiiiieeeieiiieee ettt e e ettt e e e e s e sttt eeeeeeeeessnsbseeeeas 15
2.2 Objetivos ESPECTIICOS ..viiiiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt e e e e e e e e e 15
3. REFERENCIAL TEORICO.......c.couiiriiriiriiiireissseeisesinsisessesesessessssiessessssssessesiessesens 16
3.1 Epidemiologia € InfeccOes fUngiCas .......coouuuvviiiiieeeiiiiiiiiiiieeee et 16
3.2 Epidemiologia e InfeccOes por ASpergillis SPp. .......cceeeeeveeeeieeiiisiiiiiieieee e 17
3.3 Tratamento atualmente diSPONiVel .........ccccuuiiiiiiiiiiiiiiieee e 18
3.4 Resisténcia a antimiCrODIANOS .....cccovuuuteiiiiiiiee ettt eeiee e et e e e e e eibreeeesereeee e 18
3.5 O estudo de novas MOIECULAS ........cocuuiiiiiiiiiiiiiiiece e 19
3.6 ASSOCIACAO A€ SUDSLANICIAS ..ovvvvviiiieieeeeeeeiiiiiiieeeeeeeeeeiibtteeeeeeeessennabaereeeeeeessnnnnseeeeeas 20
3.7 GHCOSIACOS ...ttt et e e ettt e e ettt e e e et eeeeeabbeeeeeaes 20
FAGUIA 1 oo e e ettt e e e e e e ettt eeeeeeseesnnstbaaaaaeeeeans 21

4. METODOLOGIA .......ooiiitiiie ettt ettt e et e et esiaee s eaee e 22
4.1 LocCal de TAlIZACAD .....vvveeeeeeeeeiiiiiiiieeee e e e eeeti et e e e e e e et e e e e e e e e e aaaaeaeeeeeeeennnsnaeeeeas 22
4.2 Cepas flingicas e preparacao do INOCUIO..........uvviiieeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeireree e e e e 22
FAGUIA 2 oottt e e e e ettt e e e e e e et e e e e e e e e e e nnatrraaaaeeeaans 22

4.3 Substancias UHHZAAAS ........eveiiiiiiiiiiiiie e 23
4.4 Determinac@o da Concentragdo Inibitéria Minima .........cccceeeveeeienniiiiiiiieeee e, 23
FIGUIA 3 Lottt ettt e e ettt e e et e e e ettt e e e e 24

4.5 AsSOCIaCa0 eNtre aS SUDSIANCIAS ...uvvvvireeeeeeriiiiiiieeeeeeeeeiiireeeeeeeeeesnnrarreeeeeeeessnnnsseeees 24
FIGUIA 4 ..ot ettt e e e et e e e ettt e e e eaee 25
FIGUIA S Lottt e e et e e e et e e e e 26

5. RESULTADOS E DISCUSSOES ......c.ciiiiiiiiniieieintiniseieiseieeseeeissessseesiessesssssessseens 27
5.1 Concentracao 1NibitOria MINTMA ... ..uuuuueniiiiiiiii s 27
;10 7c] T PP PPPPPPPPPPRt 27

5.2 Associacao entre as SUbStANCIAS tEStAAAS ....uuuuuunnuiiiii e 28
;10 7c] PP PPPRPPPPPPIRt 29

6. CONCLUSAO. ...ttt 31

REFERENCIAS ..o oo e e 32



13

1. INTRODUCAO

As infecgdes flingicas sdo um problema crescente na sadde publica, pois, os fungos sao
seres com caracteristicas oportunistas que podem causar infec¢des dos mais variados niveis de
gravidade, desde algo superficial até mesmo sistémico, atingindo 6érgaos vitais, 0 que causa um
grande impacto na saide humana. Por ter sintomas semelhantes ao de outras doencas, resultam
em um retardo nos diagnésticos e tratamentos propostos aos individuos infectados, com isso ha
o aumento dos niveis de morbimortalidade (BENEDICT et al., 2017; BENEDICT;
CALUMBY; FOLI; 2019).

O género Aspegillus spp. compreende aproximadamente 344 espécies, dentre essas a
espécie mais comum em um processo de patogenia e com maior indice de prevaléncia de
infeccdo temos o A. fumigatus seguido de outras espécies como o A. flavus. Esses
microrganismos ocorrem por vdrias regides do mundo e em habitats diferentes como no solo,
matéria em decomposi¢io e principalmente no ar, sendo facilmente distribuidos devido a facil
adaptagdo, a rdpida reproducdo e por sua ampla distribuicdo pelo processo de esporulagdo,
podendo ser encontradas até 100 conidios flingicos aproximadamente por metro cibico de ar

(ZAITZ, 2010; SAMSON, 2014; MIGOTT, 2017).

A partir da inalacdo de conidios podem surgir doengas como o aspergiloma e as
aspergiloses tanto a broncopulmonar alérgica quanto a invasiva, que sdo os trés tipos mais
comuns de patologias causadas decorrentes da contaminagdo por esse tipo de fungo
filamentoso. Essas infeccdes podem ser causadas em pacientes que tenham hipersensibilidade,
resultando em uma reagdo alérgica crOnica como asma, podendo assim ser potencialmente
progressiva, em pacientes com anormalidades pulmonares a colonizacio pode ser formada nas
cavidades j4 presentes devido ao uso de nicotina como também em pacientes que tenham essas
anomalias causadas por outras doengas preexistentes tendo a tuberculose como um exemplo
frequente, além de pacientes internados em hospitais com condi¢cdes imunocomprometidas,
pois, pela vulnerabilidade desse individuos no processo de recuperacao do transplante de 6rgaos
ou medula e at¢ mesmo doencas hematologicas malignas se tornam alvos dessas infec¢Oes

(PILANIYA, 2015; BENEDICT, 2019; SCHWARTZ, 2020).

Tendo em vista os problemas causados diante a essas enfermidades, € proposto o
tratamento realizado pela utilizacdo de uma gama de substancias nas quais podemos destacar

o grupo dos triazdis, que sdo alguns dos farmacos comumente recomendados para recuperacao
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do paciente em caso de infec¢do, sendo composto pelos farmacos itraconazol, posaconazol e a

principal indicacdo dessa classe, o voriconazol (PATTERSON et al., 2016).

H4 casos em que devem optar por outras alternativas de terapias, nos quais ndo se pode
ser administrado o voriconazol por ser ndo tolerado ou contraindicado, podendo ser feito o uso
da anfotericina B, que é um polieno muito conhecido e amplamente utilizado contra esse tipo
de infec¢do tendo uma boa eficicia sobre vdrios patdgenos fingicos, pelo largo espectro de

acdo (PATTERSON, 2016; LIMA, 2017; TALAS, 2019).

No entanto, hd uma grande preocupacdo direcionada aos microrganismos
multirresistentes em relacdo aos farmacos utilizados, como por exemplo o surgimento de
espécies de Aspergillus fumigatus resistentes aos azois, devido a exposicdo de produtos
agricolas que se assemelham aos farmacos usados nas terapias. Essas espécies resistentes
tendem a causar um indice de mortalidade de até 25% maior que Aspergillus spp. que nao
possuem mutacdo, sendo uma ameaca ao controle de doencas (FISHER, 2018; SEWELL,
2019). Isso traz a necessidade do aprofundamento dos estudos voltados a sintetiza¢do de novas
moléculas, podendo ser utilizadas em associac¢do a farmacos existentes aumentado a eficacia do

método terapéutico.

Diante desse problema, o presente trabalho foi proposto, visando testar um novo
composto sintético, com intuito observar um possivel sinergismo e potencializacdo na
efetividade da atividade antiftingica no uso em conjunto a anfotericina B in vitro, contra as

cepas de Aspergillus spp.



15

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

v Investigar o potencial de atividade antifingica do derivado de carboidrato endnico sua

associacdo com a anfotericina B contra Aspergillus spp.
2.2 Objetivos Especificos

v Determinar a Concentrag¢do Inibitéria Minima (CIM) do derivado de carboidrato endnico

contra cepas de Aspergillus spp.;

v avaliar a atividade antifingica da associa¢do do derivado de carboidrato enbénico com a

anfotericina B.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Epidemiologia e Infeccoes flingicas

As infecgdes flngicas podem ser encontradas de maneira superficial como na pele, no
couro cabeludo e nas unhas, sendo tratadas como algo comum em meio a sadde publica, mas
também podem se apresentar de forma severa quando atingem 6rgaos. A exemplo de problemas
mais graves que afetam de forma sistémica um individuo, temos as infec¢des urindrias nos
orgdo reprodutores, quando se tem o aumento da coloniza¢do de leveduras no trato urindrio,
também podem ser citados casos de infeccdo nos pulmdes, que sdo causados por alguns tipos
de fungos filamentos. Essas enfermidades sdo ocasionadas devido a falta de cuidados em
relacdo a higienizacdo local, onde pacientes se encontram internados, podendo levar a
complica¢des maiores, aumentando indice de morbimortalidade em clinicas e hospitais (MENG

et al., 2019).

As infecgdes fungicas tiveram um aumento considerdvel nos ultimos tempos, por ser
cada vez mais comum a utilizacdo de procedimentos invasivos. Essas infec¢des podem atingir
um valor a cerca de 150 milhdes de casos graves, causando um nivel de mortalidade aproximada
a de tuberculose e maior que a maldria. Os casos que podem ajudar a aumentar esses nimeros,
sdo de pacientes com a imunidade comprometida, como de casos de individuos com a sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), doencas pulmonares e com patologias malignas

progressivas como o cancer (BONGOMIN et al., 2017).

Essa incidéncia global pode chegar a uma estimativa maior podendo atingir
aproximadamente 80% dos casos que possuem a imunidade comprometida por procedimentos
invasivos, mas hd uma barreira que dificulta o registro de informacdes, que é a falta de
notificacdo por parte de Orgdos regulatorios de vigilancia, causando assim um défice de

informacoes (BONGOMIN et al., 2017).

Diante de problemas de registro como esses e por falta de dados epidemioldgicos, um
estudo foi realizado pela Rede Nacional de Vigilancia Laboratorial das InfecOes Invasivas e
Subcutaneas (IFIs), englobando os anos de 2013 a 2018, para obter informacdes sobre a
epidemiologia em relacdo a infec¢des invasivas e subcutaneas em Portugal, o qual conseguiu o
alcangar uma estimativa de registros de 83% dos casos, com dados de 13 distritos, sendo a

maioria de Lisboa (VERISSIMO et al., 2019). Isso mostra a importancia que deve ser dada a
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atualizacdo desses dados relacionados aos problemas de saide, que podem afetar uma parte
maior da populagdo mundial, ajudando a informar e educar a todos sobre a formas de prevencao

dessas doencas.
3.2 Epidemiologia e Infeccoes por Aspergillus spp.

H4 um grande nimero de espécies do género Aspergillus spp., mas algumas tem um
grande impacto na saide humana, chegando a ser extraordindrias o contexto envolvendo esse
género por ter um amplo espectro clinico. As infec¢des tendem a ser geralmente causadas por
A. fulmigatus, que tem uma tem uma taxa de até 90% dos casos ocasionados pelo género,

seguido do A. flavus (PAULUSSEN et al., 2017).

O A. fulmigatus é o fungo patolégico mais proeminente em relacio a infeccdo invasiva
dos pulmdes, podendo chegar a mais 300.000 casos de aspergilose invasiva e dentre essa
estimativa podem ser previstas cerca de 150.000 mortes no mundo anualmente. Isso ocorre por
seus conidios terem uma persisténcia em seu crescimento no trato respiratério, podendo atingir
pacientes com processos alérgicos avangados como a asma, assim instalando-se nesses
individuos que sao susceptiveis, agravando seu quadro clinico desenvolvendo aspergilose
broncopulmonar (AMICH et al., 2020). Recentemente foi visto que conidios aerossolizados no

ambiente seja a principal via que leva a colonizagdo das vias aéreas (ENGEL et al., 2019).

A espécie A. flavus, estd ligado a vérios tipos de patologias, podendo se apresentar como
um tipo prevalente a infec¢des oculares e aspergilose sino-orbital, além disso também estdao
presentes em infecg¢des no trato respiratorio (compreendem 10% dos casos de infecgao invasiva
pulmonar por fungos) como o A. fumigatus, e sdo diretamente relacionados a sinusites fliingicas,
quando hé a colonizac¢do dos seios nasais por esses microrganismos (RUDRAMURTHY et al.,
2019). Essa espécie ainda € responsavel por infec¢des relacionadas a contaminacio de pré e pos
colheita, que sdo causadas pela liberacdo da aflatoxina, podendo resultar em efeitos de
imunossupressao, teratogenicidade e at€é mesmo afetar o crescimento infantil (LEWIS et al.,

2019).

Os dados atrelados aos casos de aspergilose invasiva, apontam que anteriormente
haviam cerca de 200.000 casos de Al (aspergilose invasiva) no mundo, sendo que apds uma
atualizag@o foram registrados mais 300.000 casos anualmente, visto que no estudo consistiu em

analisar as estimativas de 40 diferentes paises, tendo uma soma de aproximadamente 29% da
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polucdo mundial afetada por esse tipo de infec¢ao. Em particular no Brasil os dados mostrados
no estudo, apontam que os 1854 casos registrados de Al no ano de 2016, estavam diretamente
ligados a pacientes com doencas preexistentes ou casos de imunossupressao por procedimento
invasivo, tendo os seguintes valores em relacdo as condi¢des clinicas: 13,4% Leucemia
mieloide aguda; 2,3% no transplante de células-tronco hematopoiéticas; 0,5% no transplante de

rins; 13,3% no transplante de pulmao (BONGOMIN et al., 2017).
3.3 Tratamento atualmente disponivel

Atualmente existem varios tratamentos antifingicos, o que evidentemente implica em
dizer que hd uma variedade de mecanismos de ac@o, os quais se encaixam em diferentes tipos
e classes de farmacos. Visto isso, temos algumas principais que podemos citar os poliénicos
por exemplo, grupo em que estd presente a nistatina e a anfotericina B, essa dltima € considerada
um padrio ouro de tratamento antifingico, atuando na célula alvo ao se ligar ao ergosterol,

alterando a permeabilidade da membrana celular (TALAS, 2019).

A cada caso se tem o uso de um farmaco, com o intuito de lidar com o processo
patoldgico, assim temos a maior quantidade de indicagdes de uma substancia, por ter uma
atuacdo melhor contra o determinado microrganismo. No caso dos Aspergillus spp. temos a
utiliza¢do mais frequente dos derivados azdlicos como o voriconazol, esse € o triazélico mais
recomendado na farmacoterapia contra as infec¢des causadas por esses fungos (Al, aspergilose
pulmonar), pois, possui uma melhor eficicia, além de ter menos efeitos téxicos que a
anfotericina B, assim como as equinocandinas apresentam alta atividade antifingica (contra
aspergilose traqueobrdnquica), menor interacdo medicamentosa € menor suscetibilidade a
resisténcia em comparagao aos demais antifingicos. (PATTERSON et al., 2016; PATIL et al.,
2017; TALAS, 2019).

3.4 Resisténcia a antimicrobianos

O género Aspergillus spp., em especial A. fumigatus tem uma fécil adaptacdo a
diferentes ambientes e condi¢des, tendo uma propagacdo bastante rapida. Esse patogeno tem se
tornado cada vez mais presente em infeccdoes humanas, devido a sua presenca nos locais em
que sdo realizados procedimentos nos quais submetem pacientes a imunossupressdao. Quando
esse processo patogénico atinge esses individuos com imunidade comprometida, € realizado o

tratamento com a utilizagdo de antifiingicos, assim apds o tratamento prolongado a
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medicamentos como os da classe dos azois esses microrganismos podem apresentar resisténcia,
ou até mesmo a exposi¢ao constante ao ambiente contendo esses farmacos (RESENDIZ et al.,

2018).

A resisténcia se da de formas diferentes podendo ser a apenas um tipo de triazol, a mais
de um sendo ele resistente multi-triazol, ou a todos os tipos existentes que seria o tipo pan-
triazol. De maneira frequente, hd uma mutacio nos genes CypS1A, os farmacos citados atuam
quando entram em contato com a enzima Cyp51, o que ird provocar a inibi¢do da biossintese
de ergosterol, pois agem inibindo a conversao do lanosterol. Tendo em vista que os genes do
tipo Cyp5S1A sofrem modificacdes, os sitios de ligacdo das enzimas também sdo alterados, o

que impede do triazol agir na célula fiingica (RESENDIZ et al., 2018).
3.5 O estudo de novas moléculas

Atualmente os farmacos tem origem natural, biotecnolégica ou sintetizados
quimicamente, tendo o objetivo de criar substdncias menos toxicas e mais ativas
biologicamente. A quimica medicinal compreende as etapas da constru¢do de uma nova
molécula desde o isolamento das substancias que tenham resposta ativa, até seu mecanismo de
acdo, elucidando sua farmacocinética e dindmica. Para que haja esse desenvolvimento, devem
ter estudos pré-clinicos, o que permite a otimizacao dessas moléculas estudadas para interagir

com alta afinidade e seletividade com o alvo molecular selecionado (MIKOVSKI et al., 2019).

Mesmo sendo encontradas poucas cepas isoladas, que se mostram resistentes aos
antifingicos presentes no tratamento de Aspergillus spp., futuramente podem surgir um maior
nimero dessas cepas, o que implica em darmos a devida importancia aos estudos de novas
substincias, para que haja uma solucdo contra uma suposta ineficidcia dos tratamentos
atualmente conhecidos. Por esse motivo a associagdo de substancias € essencial para serem
encontradas reacOes sinérgicas, sugerindo novas descobertas de resultados na farmacoterapia
antimicrobiana (RAFFETIN et al., 2018). Esses novos medicamentos propostos, devem
apresentar um bom perfil farmacocinético, além de amplo espectro de acdo antiftingico,
diminuindo a periodicidade de dosagens, dispondo de menos efeitos indesejados e interacdes

medicamentosas (SALCI et al., 2018)
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3.6 Associacao de substancias

A forma de tratamento mais amplamente utilizada envolve uma intensa terapia com
antifingicos, seguida de um longo periodo de terapia de manutengdo, podendo levar a
resisténcia das cepas tratadas. Apesar de ser o tratamento padrdo, existem muitas variacoes,
muitos agentes terapéuticos e duracdes diferentes, porém alguns deles tem afeitos adversos e
um nivel de toxicidade considerdvel, devido as dosagens estabelecidas (MEDEIROS et al.,

2018).

Os problemas encontrados nessas terap€uticas levam ao estudo de associacdo de
substancias, o qual tem o objetivo de minimizar os efeitos adversos e toxicidade por meio da
regulacdo de dosagens, pois, os resultados que sdao previstos frente a esses testes, sdo de uma
grande eficdcia pelo sinergismo entre as substancias, podendo assim diminuir periodicidade das
doses aplicadas aos tratamentos, tendo possiveis reducdes na estimativa da farmacoterapia
contra as infec¢des, levando ao aumento da adesdao do paciente. Esses experimentos observam
a interacdo farmacodinamica entre antibidticos usados em combinacdo, geralmente &
investigada através da realizacdo de experimentos através do método de checkerboard, sendo
uma abordagem simples que pode ser usada para a triagem rdpida de combinacdes de

antibidticos na presenca de vérias cepas (CHAUZY et al., 2019).
3.7 Glicosideos

Os glicosideos sdo compostos orgéanicos, que estdo presentes em toda a natureza, sendo
eles importantes por cumprirem muitas funcdes diferentes em sistemas biolégicos, fornecendo
func¢ao, estrutura e estabilidade para células e enzimas. Na natureza a sintese de estruturas

glicosidicas € realizada pelo grupo de enzimas das glicosiltransferases (HAYES et al., 2017).

Em sua estrutura bdsica, hd uma por¢dao formada por um grupo sacarideo que é
denominada de glicona, e outra por¢do aglicona, ou seja, um grupo ndo sacarideo (SOARES et
al., 2018). Os glicosideos podem ser classificados por exemplo, quando apresentarem-se ligadas
pelo mesmo dtomo de oxigénio, denomina-se O-glicosideo, se for por carbono chama-se C-
glicosideo, por nitrogénio N-glicosideo e por enxofre S-glicosideo (MATA, 2017). Na figura 1

pode ser observada a estrutura da salicina
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Figura 1 Estrutura da Salicina
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Os carboidratos, representam o grupo mais abundante de compostos encontrados em
fontes naturais, estando presentes desde organismos mais complexos, até organismos mais
simples. Estes compostos podem realizar ligacdes especiais, denominadas ligacdes glicosidicas,

e assim conjugar-se com outras moléculas formando os glicosideos (CAIANA et al., 2020).

Os glicosideos sdo um grupo de moléculas que ao longo dos anos estdo sendo
largamente estudados nas suas mais diversas aplicacdes (MOURA et al., 2018). Sua sintese
quimica estd bem desenvolvida, mas continua sendo uma tarefa trabalhosa, ja que muitas etapas
de protecdo e desprotecao seletiva sdo necessdrias para tratar apenas grupos funcionais
individuais, a fim de evitar a formacao de subprodutos. A sintese de estruturas de glicosideos,
portanto, melhoraria muito a possibilidade de produg¢ao de novos produtos farmacéuticos e
materiais, e permitiria pesquisas direcionadas sobre propriedades funcionais e estruturais desses

compostos (HAYES et al., 2017).
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4. METODOLOGIA
4.1 Local de realizacao

Os testes experimentais foram realizados no laboratério de bioquimica e microbiologia,
localizado no bloco J da Universidade Federal de Campina Grande, no Centro de Educacio e

Saude, campus Cuité, Paraiba.
4.2 Cepas flngicas e preparacao do inéculo

O estudo fez a utilizag@o das seguintes cepas de Aspergillus spp.: Aspergillus fumigatus

ATCC 16913 e Aspergillus flavus ATCC 9643.

No experimento realizado para medir os valores de sensibilidade das cepas em relagao
ao farmaco testado, foi empregado o indculo. Na preparacao introduziu em um tubo com cultivo
de microrganismos a salina estéril a 0,9%, depois este foi agitado de forma suave com o intuito
de haver a liberacdo dos conidios. A salina e os conidios foram transferidos para um tubo estéril
e uma aliquota foi colocada em uma camara de Neubauer para que os conidios fossem contados,
contendo valores aproximados entre 1 x 10° e 5 x 10° conidios/mL, podendo ser observado na

figura 1.

Figura 2 Procedimento de preparagdo do inéculo.
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4.3 Substancias utilizadas

Os métodos desempenhados para o desenvolvimento desse composto, sendo ele um
derivado de carboidratos endnicos, foram realizados no Laboratério de Sintese Organica
(LASO), que esta localizado no Centro de Educacdo e Sadde, da Universidade Federal de
Campina Grande, campus Cuité-PB. O composto que pertence mais especificadamente a classe
dos glicosideos, teve sua sintetizacdo, purificacdo e caracterizacio realizada pela Me. Rayane

de Oliveira Silva e o Dr. Juliano Carlos Rufino de Oliveira.

Na Central Analitica localizada no campus Recife da Universidade Federal de
Pernambuco, foram feitas andlises espectrométricas em relacio ao composto desenvolvido
tendo a utilizacdo de técnicas como Infravermelho e Ressonincia Magnética Nuclear de

hidrogénio e carbono, além de rotagao especifica.
4.4 Determinacao da Concentrac¢io Inibitéoria Minima

A solu¢do contendo o carboidrato endnico foi preparada com a utilizacdo do
Dimetilsulféxido (DMSO) a 0,5% para solubilizar a substancia. Os experimentos foram
realizados em triplicata e controles Positivo (meio de cultura + fungos) e Negativo (meio de
cultura), com DMSO na mesma concentragdo utilizadas para solubilizar as drogas, foram
preparados para demonstrar que o crescimento do microrganismo nao sofre influéncia do
DMSO, seguindo o método de referéncia para testes de diluicdo em caldo para a determinagao
da sensibilidade a terapia antiftingica dos fungos filamentosos de acordo com o Clinical and

Laboratory Standards Institute, sendo feitas algumas alteracdes (CLSI, 2005).

No processo para observar e comprovar in vitro a atividade antifingica contra as cepas
selecionadas do género Aspergillus spp., foi determinada a CIM através da técnica de
microdilui¢do em caldo, com a utilizacdo do meio de cultura RPMI-1640 em placas estéreis
que contém 96 cavidades. Nesse procedimento foram realizados teste em triplicata com
diluicdes seriadas tendo titulo de 1:2, com a concentragdo de 1024 pg/mL a 1 pg/mL do
composto derivado de carboidratos endnicos, e teve a adi¢do de 1-5 x 10° Conidios/mL em cada

cavidade. Esse processo pode ser observado na figura 2.



24

Figura 3 Método de microdiluicdo em caldo.
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A incubagdo do fungo filamentoso foi feita apds o preparo da placa, em uma estufa
microbioldgica configurada com temperatura equivalente a 28°C, por um tempo estimado de 3
a 7 dias visualmente (DI CIACCIO et al., 2020), logo depois a esse periodo, observou-se o valor
da CIM, que corresponde ao resultado de inibi¢do do crescimento microrganismo avaliado

visualmente.

4.5 Associacao entre as substancias

O processo de associagdo teve como base o procedimento de checkerboard, que
determina a concentracdo inibitéria fracionada (ICIF) com o uso das placas estéreis de 96
cavidades. (Ghannoum et al., 2018). Entao foram preparados tubos estéreis rotulados para a
identificacao de suas respectivas concentragdes, que corresponderdo a CIMx8, CIMx4, CIMx2,

CIM, CIM/2, CIM/4 e CIM/8.

O preparo da placa, ocorreu através da distribuicdo das solugcdes referentes as
substancias, assim tanto o composto derivado dos carboidratos endnicos quanto a anfotericina

B, teve uma rotulacdo como substincia “A” e “B” respectivamente.

Em meio ao processo da distribuicdo dessas substancias, foi seguido um padrio de
acordo com a rotulagdo, definindo a deposi¢do das concentragdes em determinada orientacao,

sendo depositadas as concentragdes horizontalmente de “A” e verticalmente de ”B”. Esse teste
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também foi realizado em triplicata. A forma de distribuicdo das substancias pode ser observada

na figura 3.

Figura 4 Esquema de distribuicdo entre os compostos no processo de associacao.
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Depois do processo de distribuicdo das substancias introduziu-se o indculo das cepas

Aspergillus fumigatus ATCC 16913 e Aspergillus flavus ATCC 9643, os quais compreendem

1-5 x 10° UFC/mL e foram depositados em todas as cavidades que contém a associacio das

concentragdes das substancias e nos controles positivos.

Entdo foi realizada a incubacdo das placas na estufa microbioldgica com a temperatura

de 28°C no periodo estimado de 3 a 7 dias, e depois realizou-se a andlise visual para observar

0 crescimento.
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Dessa forma o indice de concentracdo inibitério fracionado (ICIF) pode ser calculado,
essa equagdo leva em consideragdo a CIM das substancias “A”(carboidrato endnico) e “B”
(anfotericina B), isoladas e em combina¢do na associa¢do, fazendo com que o valor da CIM da
associacdo da substancia A, seja dividida por sua CIM isolada e dessa mesma forma teve
aplicacdo a “B”, resultando nos valores de CIF de “A” e de “B”. quando encontrado os valores

da CIF das duas substancias, esses valores foram somados para que fossem definido o valor da
ICIF.

Figura 5 Esquema do célculo para determinagdo de ICIF.

ICIF = (CIMa coms.B + CIMa) + (CIMs coms. o + CIMp)

Esse valor tem sua classificacio de acordo com a sua efetividade no processo de
associagdo, o que determina se o sinergismo entre os dois compostos € existente. A associa¢ao
pode ser classificada como sinérgica (ICIF <0,5), como aditiva (ICIF >0,5 e < 1,0), indiferente

(1 a 4) ou antagonica (>4) (DOERN, 2014).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Concentracao inibitéria minima

N

Com o surgimento de cada vez mais casos atrelados a resisténcia em relacdo aos
antifiingicos, impacta de forma negativa a populacdo afetada por infeccdes flingicas, o que faz
pesquisadores realizarem buscas por novas substincias que mostrem um potencial de acdo

relevante contra cepas (DELLIERE et al., 2020).

Tendo isso em vista, sdo feitos estudos voltados para a extracdo a partir da pesquisa em
plantas medicinais e sintese de compostos, obtendo novas estruturas podendo ser promissoras

na utilizacdo terapéutica.

Os resultados analisados, mostram que o derivado de Carboidrato endnico, apresenta
valores de CIM semelhantes contra Aspergillus flavus ATCC 9643 e Aspergillus fumigatus
ATCC 16913. A tabela 1 evidencia, que os resultados obtidos a partir do composto sintético

sdo significativos por sua agdo inibitoria.

Tabela 1 valores da CIM* em pug/mL das substancias testadas contra Aspergillus spp.

Cepas Carboidrato enonico Anfotericina B
A. flavus ATCC 9643 64 0,25
A. fumigatus ATCC 16913 64 0,25

Fonte: Dados da pesquisa
* Concentragao inibitéria minima.

Em estudos desempenhados por El Malah e colaboradores, que sintetizaram novas
substancias a partir do 1,2,3-triazol glicosideos, as quais dentre estas, através do método de
CIM conseguiram inibir o crescimento de microrganismos testados como do género Aspergillus

spp. (EL MALAH et al., 2020).

Em um estudo anterior foram realizados testes com a utilizacdo do extrato de plantas
medicinais que continham substancias ativas como glicosideos em sua composi¢do. as espécies
O. gratissimum ¢ C. volubile, obtiveram efeitos fungicidas contra A. flavus e efeitos fungistatico

quando testada a M. oleifera (AGBOOLA; AWE, 2016).

Kim e colaboradores, conseguiram obter glicosideos triterpenos do tipo oleanano e

ursano a partir da extracdo da Trevesia palmata, cuja a maioria dessas substancias resultaram
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em atividade antifingica, inibindo completamente o crescimento dos microrganismos

fitopatogénicos in vitro com até 125 ug/mL (KIM et al., 2018).

Os testes feitos a partir da extracdo de glicosideos flavonoides da Ginko biloba,
resultaram em uma boa atividade antimicrobiana, tendo um potencial um pouco maior na
utilizagdo em conjunto das substancias atuando de forma sinérgica, embora que de maneira
individual, os compostos extraidos quercetina, kaempfirol e isorannetina obtiveram valores

expressivos de CIM (SATI et al., 2019).

Estudos realizados por Tagousop e colaboradores buscaram testar a atividade
antimicrobiana de glicosideos flavonoides oriundos de Graptophyllum grandulosum, no qual
pode concluir a eficdcias dessas substancias a partir dos testes. Alguns resultados inclusive
dentre os valores em pg/mL foram semelhantes aos do presente estudo, o que mostra a
relevancia do potencial biolégico voltada ao composto neste testado. Sendo considerados
significativamente ativos os compostos que inibiram o crescimento das cepas testadas e

apresentaram valores abaixo de 100 ug/mL (TAGOUSOP et al., 2018).

5.2 Associacao entre as substancias testadas

Com o surgimento de resisténcia aos azois pelo género Aspegillus spp., fez com que
nessas circunstancias fosse recomendada a terapia combinada entre substancias, as colocando

como um tratamento de primeira linha nesses casos (KULLBERG et al., 2017).

A anfotericina B por exemplo, tem seu uso na forma lipidica por ter menor toxicidade,
e ¢ utilizado também no tratamento contra a aspergilose quando refrataria no uso dos azois,
porém pode haver resisténcia mesmo que de maneira rara contra Aspergillus fumigatus e mais

frequente quando relacionado a espécie Aspergillus flavus (SPANAMBERG et al., 2020).

A combina¢do de antifungicos € uma estratégia terapéutica que pode ser benéfica
quando as interacOes medicamentosas sdo sinérgicas, bem como nos casos de infeccdo por
organismo resistente. Por esse motivo, quando o tratamento convencional ndo demonstrar o
resultado esperado, é um dos principais agravantes que levam aos pesquisadores procurarem

essas combinacdes na busca de eficdcia terapéutica (RAFFETIN et al., 2018).

O estudo voltado para a associacdo entre o carboidrato endnico € a anfotericina B
realizado com o ensaio padrdo de microdiluicdo em checkerboard, demonstrou a diferenca

significativa entre os resultados encontrados quando combinados (substincias A e B), em
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relacdo a CIM de cada substancia agindo de maneira individual contra as cepas de Aspergillus

spp., podendo ser observado na Tabela 2.

Tabela 2 Associacdo entre o carboidrato endnico (A) e a anfotericina B (B).

Cepas CIF* do Carb. CIF da ICIF** Interpretacio

Enénico anfotericina B
A. flavus ATCC 9643 8 8 >4 Antagonista
A. fumigatus ATCC 16913 8 8 >4 Antagonista

Fonte: Dados da pesquisa
*Concentracgio Inibitéria Fracionado (CIF);
##* [ndice de Concentragdo Inibitéria Fracionado (ICIF).

Foi constatado o crescimento simultineo do microrganismo em todos as cavidades
testadas da placa, a ndo ser obviamente o controle negativo. Isso demonstra que as substancias

agiram de forma antagonista entre si, ja que o valor resultante da ICIF, é considerado como >4.

Em um estudo semelhante, GUERRA e colaboradores associaram um composto
derivado cumarinico a anfotericina B e azois, os quais foram testados contra as cepas de A.
flavus ATCC 16013 e A. fumigatus ATCC 46913. Nos testes obtiveram os resultados que
apontam sinergismo na combina¢do de Cou-UMB16 com voriconazol contra A. flavus ATCC
16013 e aditiva contra A. fumigatus ATCC 46913, ja a anfotericina B em associacdo ao novo

composto se mostrou indiferente contra todas as cepas testadas (GUERRA et al., 2018).

Pesquisas anteriores mostram que buscaram o efeito antimicrobiano entre a combinacao
de citral com a anfotericina B, constatou o antagonismo entre esses compostos, ja com relacdo

ao voriconazol se mostrou indiferente (CALDAS, 2017).

A parede celular tem grande importancia para o estudo de resisténcia, pois pode ser
relacionada a sua dindmica a sobrevivéncia de microrganismos. Em alguns casos sdo
desenvolvidas alteracdoes pela mudanca da composi¢do dessas paredes, como em cepas de
aspergillus flavus com uma maior quantidade B-D-glucano, sendo estas resistentes a

anfotericina B (LIMA et al., 2019).

No estudo de Ghannoum et al. (2018), foi feita a associag@o entre um novo composto
glicosideo tripertendide semissintético, o ibrexafungerp (SCY-078) e a anfotericina B também
utilizando o método em checkerboard. Mostrou em seus resultados que ndo havia a interacao

entre a acao dessas substancias contra cepas de Aspergillus fumigatus resistentes a azois o que
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as apontavam nesse caso serem antagonistas (>4), porém em cepas mutantes cypSl
demonstraram sua sinergia. Em casos como esse, pode ser evidenciado a possibilidade de haver

um resultado diferente utilizando a mesma combinacao.

Com a atividade apresentada neste trabalho, pelo composto derivado de carboidrato
endnico contra as cepas do género Aspergillus spp., fica a alternativa para o desenvolvimento
de novos estudos ou modificagdes, em relacio ao composto testado, para que se busque o

aperfeicoamento de seus efeitos contra microrganismos fliingicos ou bacterianos.
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6. CONCLUSAO

Concluiu-se neste estudo a eficicia de potencial biolégico voltado para o composto
testado, o derivado de carboidrato endnico. Com uma concentra¢do inibitéria minima igual a
64pug/mL, mostrou-se um ativo promissor na atividade antifingica, e em associagdo a
anfotericina B, foi visto o antagonismo entre as substancias contra as cepas de Aspergillus spp.,
o que leva a considerar que devido a sua relevancia de maneira individual, o derivado
carboidrato endnico, pode ser estudado para que haja um melhoramento através da modifica¢do
da molécula, gerando um possivel aumento em seu espectro de acdo e compatibilidade sinérgica
com outras substancias. Assim aumentando a expectativa do surgimento de novas pesquisas de
farmacos recém-sintetizados, tendo em vista que cada vez mais a associacdo de substancias
possam vir a incentivar o aprimoramento de novos métodos para a eficicia no desaparecimento
de enfermidades causadas por microrganismos patégenos, podendo ser tanto de origem fingica

quanto bacteriana.
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