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RESUMO

O aumento na incidéncia de infeccdes fungicas tem progredido significativamente e dados
epidemioldgicos mostram que as leveduras do género Candida sdo as principais responsaveis
pelas micoses em humanos. A terapéutica para o tratamento dos processos infecciosos causados
por fungos tem encontrado uma série de problemas, como a crescente evolugdo da resisténcia
aos antimicrobianos, o namero restrito de farmacos disponiveis e os efeitos colaterais. Neste
contexto, faz-se necessario o desenvolvimento de antifingicos mais eficazes e menos toxicos.
Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi o de realizar a sintese e verificar a atividade
antifungica de derivados nitrofuranos contra células plancténicas e biofilmes de cepas padréo
de Candida spp., bem como analisar os efeitos toxicos destes compostos em modelos
alternativos ao uso de mamiferos. Realizou-se a sintese e caracterizacdo fisico-quimica de
derivados nitrofuranos. Estes tiveram sua sensibilidade testada contra células planctdnicas e
biofilmes de Candida spp. nos tempos de 6, 24 e 48 horas. Além disso, foram realizados ensaios
de citotoxicidade dos derivados nitrofuranos, bem como ensaios de toxicidade em Galleria
mellonella, Danio rerio (zebrafish) e Caenorhabditis elegans. Os resultados obtidos mostraram
que os compostos L7CF 113 e L7CF165 foram os que apresentaram melhor atividade
antifungica. Os biofilmes de C. albicans, C. krusei e C. glabrata formados em 6 horas
apresentaram atividade metabolica reduzida quando em contato com os compostos L7CF 113
e L7CF 165 em concentragdes iguais ou superiores a 62,50 pg/mL. Por sua vez, os biofilmes
de C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapasilosis e C.tropicalis, formados nos tempos de
24 e 48 horas, apresentaram atividade metabolica reduzida para o composto L7CF 113 e L7CF
165 em concentragdes iguais ou superiores a 125 pg/mL. Os ensaios de citotoxicidade e em G.
mellonella mostraram que estas substancias ndo apresentaram toxicidade. No modelo zebrafish,
0 L7CF 113 mostrou ndo ser tdxico na concentracao de 31.25 pg/mL, ja para o composto L7CF
165, 24 horas po6s fertilizacdo verificou-se que ndo houve sobrevivéncia dos embrifes. Em
modelo C. elegans, o composto L7CF 113 ndo apresentou toxicidade. Por sua vez, 0 composto
L7CF 165 reduziu a taxa de sobrevivéncia dos nematoides em concentragdes superiores a 31.25
pg/mL. Conclui-se assim, que os derivados nitrofuranos L7CF 113 e L7CF 165 sdo compostos
promissores para o tratamento de infec¢des causadas por Candida spp. Sendo que, o L7CF 113
foi 0 que se mostrou menos toxico nos modelos utilizados.

Palavras-chave: Derivados nitrofuranos. Candida spp. Biofilme. Galleria mellonella.
Caenorhabditis elegans. Danio rerio.
ABSTRACT



The increase in the incidence of fungal infections has progressed significantly and
epidemiological data show that yeasts of the genus Candida are the main responsible for the
mycoses in humans. Therapy for the treatment of infectious processes caused by fungi has
encountered a number of problems, such as the increasing evolution of antimicrobial resistance,
the limited number of drugs available and the side effects. In this context, the development of
more effective and less toxic antifungal agents is necessary. The objective of the present study
was to perform the synthesis and to verify the antifungal activity of nitrofuran derivatives
against planktonic cells and biofilms of references strains of Candida spp., as well as to analyze
the toxic effects of these compounds in alternative models to the use of mammals. The physico-
chemical synthesis and characterization of nitrofuran derivatives was carried out. These had
their sensitivity tested against planktonic cells and biofilms of Candida spp. at times of 6, 24
and 48 hours. In addition, cytotoxicity assays of nitrofuran derivatives as well as toxicity assays
were performed in Galleria mellonella, Danio rerio (zebrafish) and Caenorhabditis elegans.
The results obtained showed that the compounds L7CF 113 and L7CF 165 showed the best
antifungal activity. The biofilms of C. albicans, C. krusei and C. glabrata formed in 6 hours
showed reduced metabolic activity when in contact with the compounds L7CF 113 and L7CF
165 in concentrations equal to or greater than 62.50 pug / mL. The biofilms of C. albicans, C.
glabrata, C. krusei, C. parapasilosis and C.tropicalis, formed at 24 and 48 hours, presented
reduced metabolic activity for compound L7CF 113 and L7CF 165 in concentrations equal to
or greater than 125 ug / mL. The cytotoxicity assays and in G. mellonella model showed that
these substances showed no toxicity. In the zebrafish model, the L7CF 113 showed to be non-
toxic at the concentration of 31.25 ug / mL, already for the compound L7CF 165, 24 hours
after fertilization it was verified that there was no survival of the embryos. In model C. elegans,
compound L7CF 113 showed no toxicity. In turn, L7CF 165 reduced the survival rate of
nematodes at concentrations greater than 31.25 ug / mL. It is thus concluded that the nitrofuran
derivatives L7CF 113 and L7CF 165 are promising compounds for the treatment of infections
caused by Candida spp. L7CF 113 was the least toxic in the models employed.

Keywords: Derivatives nitrofuranos. Candida spp. Biofilm. Galleria mellonella.
Caenorhabditis elegans. Danio rerio.
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1. INTRODUCAO

1.1. Espécies de Candida

Nas Ultimas décadas, a incidéncia de infecgbes flangicas tem progredido
significativamente em decorréncia do crescente numero de individuos imunocomprometidos,
tais como portadores da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), pacientes
submetidos a cirurgias, transplantes, nutricdo parenteral, terapia com antimicrobianos de amplo
espectro, quimioterapicos e corticosteroides. Dados epidemioldgicos mostram que os fungos
do género Candida sdo os principais responsaveis pelas micoses em humanos e podem causar
desde simples infec¢bes superficiais até sistémicas graves, podendo levar o paciente a ébito
(SANGUINETTI et al., 2015; SAVASTANO et al., 2016).

Taxonomicamente, classifica-se o género Candida como pertencente ao reino Fungi,
divisdo Eumycota, filo Deuteromycota, ordem Cryptococcales, classe Blastomycetes, familia
Cryptococcacea, e este apresenta entre 150 a 200 diferentes espécies (GIOLO; SVIDZINSKI,
2010; NEPPELENBROEK et al., 2014). Dentre estas, ha relatos de que aproximadamente 20
sdo agentes etiolégicos de doencas em humanos, sendo Candida albicans o patégeno de maior
prevaléncia. Entretanto, mais de 40% das candidiases sdo causadas por espécies ndo albicans
(CNAs), como C.glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis (SARDI et al., 2013;
SANGUINETTI et al., 2015; HOFS et al., 2016; ARENDRUP; PATTERSON, 2017; LIN et
al., 2017).

Conforme mostra resumidamente a Tabela 1, idade, doencas adjacentes, localizagédo
geografica, extensivo uso de fluconazol para profilaxia e a administracdo de antibioticos
especificos tem sido considerados fatores determinantes para a variabilidade na incidéncia e
prevaléncia das diferentes espécies de Candida (ANTINORI et al., 2016).
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Tabela 1. Condig&o clinica ou fatores de risco associados a Candida espécies

Candida spp

Condigéo clinica / Fatores de

risco

Localizacdo geografica

Candida albicans

Recém-nascidos, criancas e adultos

Estados Unidos da América,
Europa Central e Setentrional

Candida glabrata

Idosos, diabetes, céancer, doencas
hematoldgicas, recipientes  de
células-tronco, profilaxia com azdis

Estados Unidos da América,
Europa Setentrional
(Dinamarca)

Candida krusei

Doencas hematologicas, recipientes
de células-tronco, profilaxia com
azois, terapia com corticosteroides

Kwait, Europa Setentrional
(Finléndia)

Candida parapsilosis

Uso de cateteres, recém-nascidos,
pacientes em Unidade de Terapia

Ameérica do Sul (Brasil),
Australia, Norte da Africa e

Intensiva (UTI) Europa Meridional
(Espanha)
Candida tropicalis | Doengas hematologicas, terapia | Asia  (China, Taiwan,

com corticosteroides

Tailandia, india), América do

Sul e Europa Setentrional
(Islandia)

Fonte: Antimori et al., 2016

1.1.1.Candida albicans

Candida albicans é um constituinte da microbiota endégena humana que coloniza pele,
orofaringe, mucosa vaginal e gastrointestinal (KADOSH; LOPEZ-RIBOT, 2013; POLKE et
al., 2015; HOFS et al., 2016). Uma caracteristica de extrema importancia deste fungo é o
polimorfismo, ou seja, habilidade de apresentar diferentes morfologias, como blastoporos
(levedura), tubos germinativos, pseudo-hifas, hifas verdadeiras e clamiddsporos. Esta
capacidade depende de fatores ambientais, disponibilidade de nutrientes, niveis de Oz e CO,
temperatura e pH e est4 fortemente relacionada a viruléncia deste microrganismo. Além deste
aspecto, a formacdo de biofilmes, expressdo de adesinas e invasinas na superficie celular,
capacidade de provocar danos nas células hospedeiras, tigmotropismo, secrecdo de enzimas
hidroliticas, mudancas fenotipicas, sdo fatores, também, associados a patogenicidade de C.
albicans (MODRZEWSKA; KURNATOWSKI, 2013; LU; SU; LIU, 2014; POLKE et al.,
2015; HOFS et al., 2016; SAWANT; KHAN, 2017).

Na fase comensal, C. albicans, comumente, é encontrada em superficies mucosas,
entretanto, quando ocorre um desequilibrio com o hospedeiro ou algum tipo de traumatismo,
por exemplo, atraves da inser¢do de dispositivos médicos hospitalares e/ou procedimentos

cirurgicos, abre-se uma porta para o desenvolvimento do processo infeccioso. Numa etapa
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inicial, o microrganismo encontra-se com o tecido celular, o que pode acarretar na fixacdo do
fungo a células epiteliais, que sdo a primeira linha de defesa do organismo. Ressalta-se que
dependendo do sistema imune e estado fisiologico do hospedeiro, esta interacdo pode resultar
num crescimento acentuado e invasdo do tecido epitelial, sequido pelo desenvolvimento da
doenca e ativagdo imune (HOFS et al., 2016; BORAL et al., 2017; NAGLIK et al., 2017).

A candidiase sistémica (invasiva) compreende a candidemia e a candidiase de tecido
profundo. A primeira caracteriza-se pela presenca do fungo na corrente sanguinea. Por sua vez,
a segunda origina-se por disseminacao hematogénica, podendo causar uma infeccdo secundaria
em diferentes 6rgdos, como coracdo, pulmdo, figado, rim, bago, olhos, rim, meninges e
peritonio. Destaca-se que 0 mecanismo de patogenicidade ndo é exclusivo da C. albicans, sendo
semelhante para grande parte das espécies pertencentes ao género Candida (KULLBERG,;
ARENDRUP, 2015; ANTINORI et al., 2016; DESAI et al., 2017; MELLINGHOFF et al.,
2018; SBRANA et al., 2018).

1.1.2. Candida glabrata

O fungo patogénico humano Candida glabrata, dentre as espécies ndo albicans, é o
principal responsavel pelas infeccBes na corrente sanguinea e mucosas de superficies. Este
microrganismo tem se tornado um sério problema de salde, visto que as taxas de mortalidade
para pacientes com infeccOes sisttmicas tém sido relativamente altas. Isto ocorre,
provavelmente, devido a sua capacidade de desenvolver rapidamente resisténcia aos farmacos
antifangicos, em especial, aos azois e seus derivados (TURNER; BUTLER, 2014; HEALEY et
al., 2016; MUNOZ-DUARTE et al., 2016; YU et al., 2018). Adicionalmente, este pode resistir
as condicOes de estresse causadas pelo sistema imune do hospedeiro e sobreviver por até 5
meses sob superficies inanimadas (ROMAO et al., 2017).

Diferentemente de outras espécies patogénicas de Candida, a C. glabrata, com tamanho
variando entre 1-4 um, é uma levedura haploide, que ndo possui a habilidade de formar pseudo-
hifas e apresenta-se sempre como blastoconidio, independentemente das condigdes ambientais.
Outra caracteristica é que esta como comensal pode ser encontrada em diversas partes do corpo
humano, como boca, trato gastrointestinal e mucosa vaginal, e ao ser tornar um agente
patogénico, além de doencas invasivas, pode causar vulvovaginite e candidiase bucal (GIRI;
KINDO, 2012; TURNER; BUTLER, 2014; GLOCKNER; CORNELY, 2015; FIGUEIREDO-
CARVALHO et al., 2017).
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As estratégias de patogenicidade deste fungo compreendem invasdo, colonizagédo, evasao
imune e persisténcia, sendo que estas ndo sdo tdo agressivas como a de C. albicans. Outros
fatores de viruléncia incluem a capacidade de sobreviver e reproduzir-se no interior de
macrofagos, induzir respostas de citocinas pos-inflamatorias, secretar enzimas hidroliticas
(fosfolipases e hemolisinas) e formar biofilmes em superficies bidticas (mucosa) e abidticas,
como acrilico, poliuretano, latex, silicone e cateteres (HO; HAYNES, 2015; KASPER et al.,
2015; HOSIDA et al., 2017).

1.1.3. Candida krusei

Candida krusei € uma levedura diploide, heterozigética, que em contraste com a maioria
das outras espécies do género Candida, que possuem formato ovoide, apresenta morfologia
alongada, assemelhando a longos grdos de arroz. Este patdgeno, apesar de sua baixa prevaléncia
(aproximadamente 2%), tem sido responsavel por altas taxas de mortalidade decorrentes de
infeccdes fungicas disseminadas acometendo, principalmente, pacientes neutropénicos, em
especial, aqueles submetidos a transplantes de medula 6ssea ou portadores de doencas
hematoldgicas, como leucemia mieldide (Samaranayake e Samaranayake, 1994; GIRI;
KINDO, 2012; FORASTIERO et al., 2015; WHALEY et al., 2016). Adicionalmente, este pode
ser agente etioldgico de endoftalmites, endocardites, osteomielites, pneumonia, candidiase oral,
vaginite, onicolise, e espondilite (YADAV et al., 2012).

Este microrganismo apresenta resisténcia intrinseca contra farmacos antifingicos
pertencente a classe dos azois, especificamente para o fluconazol (FLU). Apesar do mecanismo
desta resisténcia ndo estar completamente elucidado, acredita-se que se deve ao fato da
administracdo extensiva e repetitiva do FLU para suprimir infec¢des fungicas (CUOMO et al.,
2017; DA SILVA et al., 2018).

As caracteristicas relacionadas a viruléncia da C. krusei, sdo semelhantes & de C. albicans
e compreendem modulacédo do sistema imune, adeséo a superficies, producdo de enzimas, como
proteinases e fosfolipases, variabilidade antigénica, dimorfismo (levedura e pseudo-hifa),
mudancgas fenotipicas e formacao de biofilmes (YADAYV et al., 2012; TAN et al., 2018).

1.1.4. Candida parapsilosis
Candida parapsilosis € um ubiquo da natureza, encontrado em animais domésticos,
insetos, solo e ambiente marinho, bem como, um comensal da pele humana. Normalmente, é

isolada do espago subungueal das maos e do trato gastrointestinal. Relatos apontam que este



19

fungo pode causar uma doenca invasiva sem prévia evidéncia de colonizag&o via transmissao
horizontal, a partir de fontes exdgenas de infecgdes decorrentes da administracéo intravenosas
de farmacos, instrumentos médicos hospitalares, em especial cateteres, ventilacdo mecanica,
nutricdo parenteral e por meio das maos humana. Outros fatores considerados de risco sdo
transplantes, uso de antibidticos e solucbes oftalmoldgicas. As manifestacdes clinicas
relacionadas a este patdgeno incluem infeccbes do trato urinério, vulvovaginites, endocardites,
artrites, perionites, meningites, queratites, otomicoses e onicomises (PAMMI et al., 2013;
SINGARAVELU et al., 2014; GIL-ALONSO et al., 2016). Ressalta-se ainda que nas ultimas
décadas, tem sido relatada a predominancia de infec¢des por C. parapsilosis em recém-nascidos
com baixo peso (abaixo de 1,500 kg), prematuros e submetidos a terapia com antibidticos,
esteroides e blogueadores de H> e a em unidades de terapia intensiva (PAMMI et al., 2013;
GARZILLO et al., 2017; MAGOBO et al., 2017).

Apesar da disponibilidade de antifungicos para o tratamento de fungemias associadas a
C. parapsilosis, as taxas de mortalidade atribuidas a este fungo séo elevadas, compreendendo
entre 25 a 40%. Isto deve-se aos determinantes de viruléncia que compreendem capacidade de
adesdo a superficie do hospedeiro, dimorfismo (fase leveduriforme e filamentosa), habilidade
de crescimento em objetos e superficies inanimadas, e em solu¢bes contendo glicose para
nutricdo parenteral, formacédo de biofilmes e a secrecdo de enzimas hidroliticas extracelulares
(lipases, proteinases e fosfolipases), que podem modular a resposta imune, celular e humoral, e
assim, contribuir para danos no tecido hospedeiro e invasdo do hospedeiro pelas células
fangicas (SINGARAVELU et al., 2014; BERKOW et al., 2015; RYBAK et al., 2017; TOTH,
A.etal., 2017; TOTH, R. etal., 2017).

1.1.5. Candida tropicalis

Candida tropicalis € uma levedura patogénica oportunista humana que coloniza pele,
trato gastrointestinal e urogenital. Além disso, tem sido isolada de superficies de dispositivos
médicos hospitalares, como cateteres. Esta espécie comumente é encontrada em regides de
clima tropical e dependendo da regido pode ser responsavel por 3 a 66% dos casos de
candidemia, sendo que a sua prevaléncia em alguns paises chega a ser superior a de Candida
albicans (CHEN et al., 2014; KARKOWSKA-KULETA et al., 2016; TREVINO-RANGEL et
al., 2017).

Este fungo é considerado um dos principais responsaveis por infecgdes do trato urinario

e da corrente sanguinea. Sendo que, 0s principais fatores de risco predisponentes para o
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desenvolvimento de infecgOes nosocomias disseminadas por C. tropicalis compreendem
procedimentos cirurgicos, leucemia aguda, terapia antineoplasica, neutropenia, transplantes de
medula dssea, e malignidades hematoldgicas. (KARKOWSKA-KULETA et al., 2016;
GOMEZ-CASANOVA et al., 2017).

Ha relatos que sugerem que a C. tropicalis seja mais virulenta do que as demais espécies
de Candida nédo albicans, entretanto, os mecanismos de patogenicidade ndo estdo totalmente
descritos. Sabe-se que a capacidade de alterar entre a forma de levedura e a de filamentos
alongados € uma caracteristica diretamente associada ao potencial patogénico deste fungo. Esta
alteracdo morfoldgica reversivel permite ao patdgeno se adaptar rapidamente a mudancas
ambientais no hospedeiro. Outros aspectos incluem alta habilidade para aderir em células
epiteliais e endoteliais, secrecdo de fatores hemoliticos e enzimas liticas (fosfolipases e
proteases) e formacdo de biofilmes. Adicionalmente, este microrganismo tem sido capaz de
sobreviver em altas concentragdes de sais, possibilitando a persisténcia fungica em ambientes
salinos, contribuindo, assim, para a expresséo de fatores de patogenicidade in vitro e resisténcia
a farmacos antifingicos (BRILHANTE et al., 2016; KARKOWSKA-KULETA et al., 2016;
ZHANG et al., 2016; ZUZA-ALVES et al., 2016; ZUZA-ALVES et al., 2017).

1.2. Terapia Antifangica

A terapéutica para o tratamento dos processos infecciosos causados por fungos, estdo
disponiveis para administragdo por via oral, tdpica e intravenosa e incluem, principalmente, 4
classes de agentes antifungicos: azois, poliénicos, equinocandinas e andlogos de pirimidinas
(CHANG et al., 2016; SEYEDMOUSAVI et al., 2017; FUENTEFRIA et al., 2018).

1.2.1. Az0is

Os azbis sdo moléculas ciclicas organicas largamente empregadas no tratamento e
prevencdo de micoses devido ao seu amplo espectro de atividade. Diferentemente dos
mamiferos, cujas células sdo ricas em colesterol, o ergosterol é esterol predominante na
membrana celular dos fungos. Neste contexto, os az6is foram desenvolvidos com o propdsito
de inibir a enzima dependente do citocromo (CYP) 450, lanosterol 14-a-desmetilase, codificada
pelo gene ERG11 que converte o lanosterol em ergosterol. Sendo assim, estes farmacos alteram

a biossintese de ergosterol, que por sua vez, causa um aumento na permeabilidade da membrana
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celular, resultando na lise e morte da célula fungica. Divide-se estes f&rmacos em dois grupos,
o0s imidazdis e os triazolicos. (CHANG et al., 2016; CAMPOY; ADRIO, 2017).

Miconazol, cetoconazol e clotrimazol foram os primeiros antifngicos imidazolicos
desenvolvidos. Entretanto, estes ndo sdo empregados para uso sistémico, devido ao alto
potencial de toxicidade hepatica e hormonal, severos efeitos colaterais e numerosas interacdes
com outros farmacos. Sendo assim, no inicio da década de 1990, surgiram os triazéis de
primeira geracdo, fluconazol e itraconazol, que sdo compostos sintéticos que apresentam um
perfil de seguranca melhorado quando comparados aos imidazélicos (CAMPOY; ADRIO,
2017; CARMONA,; LIMPER, 2017; MOURAD; PERFECT, 2018).

O fluconazol é o agente de primeira linha para o tratamento de candidiase mucocutanea,
candidiase vaginal, orofaringea e esofagica, candidemia em pacientes nao neutropénicos,
profilaxia. Este medicamento exibe excelente biodisponibilidade, tolerabilidade e perfil de
segurancga, e apresenta atividade terapéutica contra grande parte das cepas de Candida spp.,
exceto para Candida glabrata (atividade reduzida) e Candida krusei (resisténcia intrinseca). E
também altamente eficaz para o tratamento de infeccdes por Cryptococcus neoformans,
entretanto, ndo possuiu relevancia clinica para Aspergillus espécies (SCORZONI et al., 2013;
CHANG et al., 2016; CAMPQOY’; ADRIO, 2017; CARMONA,; LIMPER, 2017). Por sua vez,
0 itraconazol exibe uma gama antifingica mais ampla que o fluconazol, sendo efetivo para
casos de aspergiloses. Ambos os farmacos de primeira geracdo tém certas limitacdes clinicas,
uma vez que nao apresentam atividade contra patdgenos emergentes (Scedosporium, Fusarium
e Mucorales), bem como aumentam a resisténcia aos azois, principalmente, devido a sua
natureza fungistatica ao inves de fungicida (CAMPOY; ADRIO, 2017; SEYEDMOUSAVI et
al., 2017). Além disso, estes podem causar distdrbios eletroliticos, alopecia, labios rachados, e
efeitos toxicos no figado, tratogastrointestinal e coracdo (MOURAD; PERFECT, 2018).

Com a finalidade de solucionar estes problemas surgiram os azdéis de segunda geracao,
que sdo derivados do itraconazol e fluconazol, e incluem o voriconazol, posaconazol,
albaconazol, eficonazol, ravuconazol e isavuconazol (ALLEN et al., 2015; PEYTON et al.,
2015; MOURAD; PERFECT, 2018). A Tabela 2 mostra as principais indicagdes e efeitos

adversos relacionados a esses farmacos.
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Tabela 2. Indicagdes clinicas e efeitos toxicoldgicos dos azois de segunda geragao.

AZOL DE 22 GERACAO

INDICACOES CLINICAS

EFEITOS
TOXICOLOGICOS

\Voriconazol

Aspergilose invasiva,
candidiase invasiva e
mucocutanea, Cryptococcus

spp., fungos dimorficos,
Scedosporium apiospermum,
Fusarium spp

Disturbios visuais, reacoes
cutdneas, confusdo mental,
eritema facial, sindrome de
Stevens-Jonhson

Posaconazol

Candida
Candida
dubliniensis, Aspergillus spp,

Candida krusei,
guilliermondii,
Cryptococcus  neoformans,
Mucorales spp, aspergilose
invasiva juntamente com
infeccbes por Candida em
imunocomprometidos,

profilaxia ~de  infeccOes

fangicas

Disturbios gastrointestinais,
dor abdominal, ndusea.

Eficonazol

Dermatofitos e nao
dermatofitos causadores de
onicomicoses (Candida spp)

Reac0es cutaneas

Ravuconazol

Candida spp, Aspergillus
spp, Mucorales spp

Dores de cabeca e abdominal

Isavuconazol

Fusarium spp, Candida spp.,
Mucorales spp,
Cryptococcus spp, leveduras
negras, Trichosporon spp.,
Geotrichum  capitatum e
Saccharomyces cerevisiae

Disturbios eletroliticos,
hepéaticos,  cardiacos e
gastrointestinais

Albaconazol

Aspergillus,  Paecilomyces
Chaetomium, Scedosporium
prolificans, candidiase
vulvovaginal, onicomicoses

Ndo h& relatos de sérios
efeitos colaterais.

Fonte: (Allen et al., 2015; Peyton et al., 2015; Chang et al., 2016; Mourad e Perfect, 2018)
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1.2.2. Poliénicos

Antifangicos poliénicos exercem sua atividade se ligando e desorganizando o ergosterol
da membrana celular fungica. Isto faz com que ocorra aumento da permeabilidade celular, o
que acarreta desequilibrio osmotico devido ao surgimento de poros permeéaveis a saida de agua
e pequenas moléculas essenciais, resultando na morte do microrganismo. Desenvolvida em
1950, a anfoterina B (AmB), um produto natural da bactéria Streptomyces nodosus, € um
fungicida pertencente a esta classe de fa&rmacos, e tem sido empregada como o padréo ouro para
o tratamento de infec¢des flngicas invasivas causadas por leveduras (Candida e Cryptococcus)
e fungos filamentosos (Aspergillus). No entanto, a AmB tem sua aplicacdo limitada, uma vez
que causa grave nefrotoxicidade e outros efeitos adversos, como anormalidades eletroliticas,
hipomagnesemia, calafrios e febre (CHANG et al., 2016; CARMONA,; LIMPER, 2017; LIU et
al., 2018; MOURAD; PERFECT, 2018).

Tendo em vista seu alto potencial de toxicidade, mas amplo espectro de atividade, a
formulacdo da AmB foi aperfeicoada por meio da criacdo de formulagdes lipidicas, como
complexo lipidico de AmB (ABLC - Albecet®), dispersio coloidal de AmB (ABCD -
Amphocil®) e dispersio coloidal de AmB (LAMB - AmBisome®). Estes derivados de AmB s&o
mais eficazes e menos toxicos, especialmente no que diz respeito aos efeitos no rim (LIU et al.,
2018; PEA; LEWIS, 2018).

A nistatina € outro poliénico com vasta atividade antifingica, entretanto, seu uso é
limitado a via topica, devido a baixa solubilidade em &gua e elevada toxidez, diarreia, aperto
no peito, dor de estomago, nduseas, comichdo e inchaco na boca ou méos (SEMIS et al., 2013,
SAWANT; KHAN, 2017).

1.2.3. Equinocandinas

A mais nova classe de antifungicos aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration)
foi a das equinocandinas, que atua inibindo a -1,3-D- glicano sintase, uma enzima essencial
para a sintese da parede celular fangica, causando a morte e lise celular. Caspofungina,
micafungina, anidulofungina séo os farmacos pertencentes a esta classe, e sao 0s Unicos que
agem exclusivamente sobre a parede celular e ndo sobre a membrana, o que faz com que nao
ocorra reacdes cruzadas com as células de mamiferos e, assim, a toxicidade é reduzida. Outras
caracteristicas incluem alta atividade contra Candida spp, Aspergillus spp e Cryptococcus spp

(exceto C. neoformans e C. gatti), baixa resisténcia a isolados e poucas interagoes
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medicamentosas. Entretanto, estas possuem alto peso molecular e ndo séo estaveis em meios
acidos, 0 que as torna contraindicadas para o uso oral, sendo administradas somente por infusdo
ou injecdo intravenosa (CHANG et al.,, 2016; CARMONA; LIMPER, 2017; PUIA-
DUMITRESCU; SMITH, 2017; SAWANT; KHAN, 2017; LIU et al., 2018).

Apesar da caspofungina, micafungina e anidulofungina apresentarem atividade
antifungica similar, as diferencas atreladas a estrutura quimica levam a uma farmacocinética
distinta. A caspofungica, por exemplo pode alterar a concentracdo plasmatica da ciclosporina
A, tacrolimus, rifampicina, dexametosana e carbamazepina. Ja a caspofungina, pode aumentar
em torno de 30% a exposicédo a anfotericina B; sendo assim, pode ndo ser bem tolerado quando
administrada concomitantemente. Os principais efeitos adversos relacionados a estes
medicamentos compreendem erupcdo cutanea, prurido, urticaria, prurido, inchaco facial, rubor
vasodilatacdo, dispneia, broncoespasmo e hipotensdo (CHANG et al., 2016; CARMONA,
LIMPER, 2017; GIANNELLA et al., 2018).

1.2.4. Analogos de pirimidinas

O principal representante desta classe é a 5-Flucitosina (5-FC), que age interferindo na
sintese de DNA e proteina das células fungicas. A 5-FC apresenta atividade contra Candida
ssp., Cryptococcus spp e Saccharomyces, e comumente é administrada em associacdo com
outros antifungicos, como a AmB, no tratamento candidiase no sistema nervoso central,
criptococose meningea, endocardite da valva nativa ou candidiase urindria resistente ao
fluconazol. Este farmaco tem baixa disponibilidade e adquire resisténcia durante o tratamento.
Leucopenia, trombocitopenia, hepatoxicidade, diarreia e erupcdo cutdnea sdo seus principais
efeitos adversos (CARMONA; LIMPER, 2017; MOURAD; PERFECT, 2018; PEA; LEWIS,
2018).

1.3. Biofilmes

Em se tratando de resisténcia aos farmacos antifangicos deve-se considerar o crescimento
de biofilmes. Estes sdo definidos como uma comunidade de microrganismos altamente
organizada, estruturada, coordenada e funcional envolta por uma matriz extracelular de
polissacarideos e aderidos entre si a uma superficie (FINKEL; MITCHELL, 2011; RAMAGE
et al., 2011; RODRIGUES; HENRIQUES, 2017). Ressalta-se que as células desse arranjo



25

celular diferem em relacdo ao metabolismo e a expresséo génica quando comparadas as formas
planctonicas ou formas livres (LI et al., 2015).

O desenvolvimento dos biofilmes de leveduras e fungos filamentosos sdo semelhantes, no
entanto, ha diferencas em relacdo a morfologia e quantidade de etapas. Segundo proposto por
Harding et al. (2009) e Costa-Orlandi et al. (2017) as leveduras apresentam 5 estagios que
compreendem a adsorcédo das células a superficie, adeséo inicial, formacéo da camada basal de
microcol6nias, maturacdo em que € possivel verificar a presenca de inimeras col6nias
interligadas com canais de 4gua para permitir a circulacdo de nutrientes e disperséo das células
do biofilme maduro. Por sua vez, os fungos filamentosos sé&o verificados 6 fases: adsorcéo,
adesdo ativa, primeira formacéo de microcoldnias através da germinacao e/ou desenvolvimento
de monocamada, segunda formacéo de col6nias com desenvolvimento de micélios camadas e
agrupamentos de hifas, maturacéo e dispersao de conidios e/ou artroconidios (HARDING et
al., 2009; COSTA-ORLANDI et al., 2017). A Figura 1 mostra um modelo de desenvolvimento
para leveduras, no caso Candida albicans, e outro para fungos filamentosos. Observa-se que na
formacéo do biofilme de C. albicans ha formacéo de hifas, um importante fator de viruléncia
relacionado a este fungo.

Em ambientes hospitalares, o emprego de dispositivos médicos, como cateteres, enxertos
vasculares, valvulas cardiacas, articulagdes artificiais, shunts do sistema nervoso central, criam
um nicho ideal para a formacéo de biofilmes. Sendo que, muitas vezes, € necessaria a remocao
do aparato para erradicacdo do processo infeccioso. Candida albicans é a levedura formadora
de biofilme mais notdria, no entanto, outras espécies de Candida (C. glabrata, C. krusei, C.
parapsilosis e C. tropicalis) também estdo relacionadas a este tipo de infeccdo (CHANDRA;
MUKHERJEE, 2015; NETT; ANDES, 2015; GILES et al., 2018).
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Figura 1. Modelo de desenvolvimento de biofilmes.

(i) > (ii) > (iii) > (iv) > (V) > (vi)

(a) Candida albicans: (i) adsorcao, (ii) adesao, (iii) formagdo de microcoldnias, (iv) maturacéo, (v) dispersao.
(b) fungos filamentosos: (i) adsorgo, (ii) adesdo ativa, (iii) primeira formac&o de microcoldnias, (iv) segunda

formacdo de col6nias, (v) maturacdo, (vi) dispersdo. Extraido de (HARDING et al., 2009).

Outras caracteristicas inerentes aos microrganismos organizados em biofilmes sdo a alta
resisténcia aos agentes antimicrobianos e aos mecanismos de defesa do hospedeiro. Estudos
apontam que os biofilmes de Candida sao clinicamente resistentes a anfotericina B, fluconazol,
itraconazol, cetoconazol e flucitosina. Ha relatos também de que os triazélicos de 22 geragédo
(voriconazol e ravuconazol) ndo apresentam atividades contra biofilmes (MUKHERJEE;
CHANDRA, 2004; INIGO et al.,, 2012; TAFF et al., 2013; NETT; ANDES, 2015;
RODRIGUES; HENRIQUES, 2017). As equinocandinas (caspofungina, micafungina e
anidulofungina) e formulagdes lipidicas de AmB sdo os farmacos mais efetivos para o
tratamento de infec¢des associadas a biofilmes, entretanto, ja ha indicios de que esta atividade
esteja reduzida (FINKEL; MITCHELL, 2011; RAMAGE et al., 2011; SARDI et al., 2013;
BAGHDADI et al., 2016).
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Os mecanismos de resisténcia dos microrganismos organizados em biofilmes em relagao
aos agentes antimicrobianos ndo estdo completamente elucidados, neste contexto, Inigo et al.

(2012) propuseram algumas teorias (INIGO et al., 2012):

I- Restrita penetragdo de farmacos no interior do biofilme: matriz extracelular pode
impedir ou restringir a penetracdo do farmaco no interior do biofilme. Isto, possivelmente
ocorre, devido a formacédo de uma barreira de difusdo, que faz com que somente a camada da

superficie seja exposta a dose efetiva.

Il - Mudangas fenotipicas decorrentes da diminuigdo da taxa de crescimento ou limitacdo
de nutrientes: indicios apontam que as células que constituem um biofilme crescam mais
lentamente devido a limitada disponibilidade de nutrientes. Esta caracteristica esta
frequentemente acompanhada de alteragcGes na composi¢do da superficie celular, que por sua,
poderiam afetar a susceptibilidade dos microrganismos aos antimicrobianos.

Il — Resposta adaptativa ao estresse ambiental devido a expressao de genes de resisténcia
induzidos pelo contato com a superficie: quando microrganismos entram em contanto com a
superficie e formam um biofilme pode ocorrer a ativacdo ou repressdo dos genes expressos,
resultando numa alteragdo fenotipica. Por exemplo, “upregulation” dos genes que codificam
as enzimas da via do ergosterol (por exemplo: lanosterol 14-a-desmetilase) ou
“overexpression” das bombas de efluxo multidrogas nas células do biofilme.

IV- Presenca de células tolerantes, também denominadas persisters: sdo células que
sobrevivem a todos os tipos de insultos antimicrobianos, e que por sua vez, proliferam e criam

um ambiente resistente aos antimicrobianos.

Considerando-se 0 aumento da resisténcia aos antifungicos, associados ao nimero
restrito de farmacos disponiveis comercialmente e que ainda apresentam muitos efeitos
adversos, ha a necessidade de desenvolvimento de antifingicos novos e mais eficazes. Neste
contexto, ha uma série de estudos buscando novos compostos, entre 0s quais tem apresentado
resultados promissores os derivados nitrofuranos (ALTUNTAS et al., 2014; DE VITA et al.,
2014; ZORZI et al., 2014).

1.4. Derivados Nitrofuranos
Nitrofuranos sdo uma classe de farmacos que séo caracterizados pela presenca do radical
nitro (NO2) na posicao 5 do anel furano e varios substituintes na posi¢cdo 2 (Figura 2). Desde

a década de 1940, estes compostos tém sido empregados, especialmente, para o tratamento de
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infeccbes bacterianas. No entanto, hé estudos que mostram que esta classe quimica pode ser
utilizada para diferentes fins terapéuticos, como tuberculostaticos, anti-Leishmania,
antifangicos, atividade tripanocida e efeito anti-proliferativo nas linhagens de células
cancerigenas. Além disso, estes tém sido empregados como farmacos de uso veterinario para
prevenir e controlar doencas, bem como séo adicionados a racgéo para estimular o crescimento
de aves, suinos e bovinos (HAMILTON-MILLER; BRUMFITT, 1978; MENDLING;
MAILLAND, 2002; MENDLING et al., 2002; ZORZI et al., 2014; KAMAL et al., 2015;
ZHAO et al., 2016; RUTH et al., 2017).

Figura 2. Estrutura quimica fundamental de um nitrofurano.

O primeiro agente nitrofurano sintetizado e que apresentava atividade antimicrobiana foi
a nitrofurazona, que deu origem aos compostos da préxima gera¢do como a nitrofurantoina e a
nifuroxazida. O mecanismo de acdo destes compostos ndo esta completamente elucidado.
Acredita-se que a fracdo nitro do nitrofurano sofra reducdo pela acdo das nitroredutases, e desta
forma, ocorre a producdo de espécies toxicas de radicais livres, que sdo capazes de ativar
intermediarios que afetam processos essenciais para a sobrevivéncia de diferentes
microrganismos (ZORZI et al., 2014; KAMAL et al., 2015; KRASAVIN et al., 2017).

Em se tratando da atividade antifingica dos derivados nitrofuranos, ndo ha muitos relatos
na literatura. De Vita et al. (2014) sintetizaram derivados do &cido cafeico com grupamento
nitrofurano e verificaram que estes foram mais efetivos que o fluconazol contra biofilmes de
Candida albicans em diferentes estagios de desenvolvimento (DE VITA et al., 2014). Em outro
estudo, congéneres do 5-nitrofurano triazol foram testados em 14 diferentes linhagens de fungos
e foi determinado que o composto 9f (grupamento nitrofurano tendo como radical 2,3-DiCl)
apresentou atividade 2 vezes superior que o miconazol, contra Candida albicans e Candida
parapsilosis. Além disso, foi verificado que este derivado exerce seu potencial antifingico pela
inibicdo da biossintese de ergosterol (KAMAL et al., 2015).
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Apesar da excelente atividade antimicrobiana dos nitrofuranos e seus metabolitos
disponiveis comercialmente, estes foram banidos da Europa e outros paises em decorréncia dos
seus efeitos carcinogénicos, mutagénicos, genotoxicos e em humanos. Como exemplo, pode-se
citar a nitrofurantonoina, usada normalmente para o tratamento e profilaxia de infec¢bes nédo
complicadas do trato urinério, que tem sido considerada como agente responsavel pelo
surgimento de mutagdes e canceres, toxicidade pulmonar, cardiaca e no sistema reprodutor,
hepatotoxicidade (falha do figado e cirrose) e neuropatia periférica, principalmente, em
tratamentos de longa duracdo. Adicionalmente, este farmaco foi classificado pela American
Geriatrics Society (AGS) como inapropriado para uso em idosos devido a sua habilidade de
causar insuficiéncia renal. A furazolida, um nitrofurano sintético, também tem seu clinico
limitado devido aos potenciais efeitos adversos. Neste contexto, tem se tornado um desafio para
0s pesquisadores o desenvolvimento de nitrofuranos com toxicidade reduzida e melhora na
janela terapéutica (DAI et al., 2016; OMIDI et al., 2016; CLAUSSEN et al., 2017,
KRASAVIN et al., 2017; ALDEEK et al., 2018).

1.5. Métodos Alternativos ao Uso de Mamiferos

Em 1959 Russel e Bruch publicaram o livro The Principles of Humane Experimental
Technique, onde apresentaram um guia sobre a ética para o uso de animais em ciéncia, 0
principio dos 3Rs, denominado assim em funcdo das iniciais, em inglés, das suas principais
finalidades: 1) substituicdo (Replacement), 2) reducdo (Reduction) e 3) refinamento
(Refinement). Resumidamente, este principio significa uma reducdo no nimero de animais
empregados em pesquisa, diminuicdo do sofrimento ao minimo possivel garantindo o bem
estar, e a busca por métodos alternativos que substituam os ensaios in vivo com mamiferos
(HARTUNG, 2011; BURM et al., 2014; AVEY et al., 2015).

Sendo assim, a substituicdo dos testes com animais tem sido cada vez mais difundida. Os
esforgos para validar estas novas abordagens forneceram evidéncias de que estas ndo reduzem
os padrdes de seguranca, podendo, assim, ser integrada nas avaliacdes de seguranca de agéncias
regulatérias. Neste contexto, métodos alternativos foram incluidos na OCDE (Organizacéo de
Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico) e na ICH (International Conference on
Harmonization). Por sua vez, a Academia Nacional de Ciéncias dos Estudos Unidos da
América elaborou um guia com uma nova Visao para 0s ensaios toxicologicos e avaliacdo de
risco, o Toxicity Testing in the 21st Century: a Vision and Strategy. A European Union
Reference Laboratory for alternatives to animal testing — ECVAM (Europa), Interagency



30

Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods — ICCVAM e a Japanese
Center for the Validation of Alternative Methods — JaCVAM sé&o os principais centros de
desenvolvimento e validacdo de métodos para verificar a seguranca e eficacia de quimicos
(HARTUNG, 2011; BARROS; MARIA-ENGLER, 2012).

No Brasil, em outubro de 2008, foi aprovada a Lei Arouca (lei 11.794) que regulamentou
0 uso de animais na pesquisa e educacdo. Adicionalmente, esta lei criou o Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA, que é o 6rgdo responsavel pelo
monitoramento e avaliacdo de técnicas alternativas que substituam o uso de animais. Em 2011,
foi instituido o Centro Brasileiro para Validacdo de Métodos Alternativos (BraCVAM -
Brazilian Center for VValidation of Alternative Methods). Ainda no Brasil, a Portaria n® 491, de
3 de julho de 2012, instituiu e Rede Nacional de Métodos Alternativos — RENAMA no ambito
do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo que tem por objetivos (BARROS; MARIA-
ENGLER, 2012; PRESGRAVE et al., 2016):

I- estimular a implantagdo de ensaios alternativos ao uso de animais através do auxilio e

do treinamento nas metodologias necessarias;

Il - monitorar periodicamente o desempenho dos laboratorios associados atraves de

comparagdes interlaboratoriais;

Il - promover a qualidade dos ensaios através do desenvolvimento de materiais de

referéncia quimicos e bioldgicos certificados, quando aplicavel;

IV - incentivar a implementacdo do sistema de qualidade laboratorial e dos principios das

boas préaticas de laboratorio (BPL);

V - promover o desenvolvimento, a validacdo e a certificacdo de novos métodos

alternativos ao uso de animais.

1.5.1. Modelos ndo mamiferos

Historicamente tem-se empregado os modelos mamiferos, entretanto o seu uso em
pesquisa esta relacionado com alto custo, restricGes éticas, necessidade de formagéo
especializada, longos periodos para reproducéo e dificuldades para obtencdo e manutencéo dos
animais durante a realizacdo dos experimentos. Neste contexto, 0os animais ndo mamiferos
despontam como uma opc¢ao, visto que apresentam uma série de vantagens, tais resultados

preditivos, como baixo custo, facil manuseio, pequeno tamanho para reproducao e curto periodo
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de vida (GLAVIS-BLOOM et al., 2012; NORVILLE et al., 2014). Entre estes hospedeiros,
Acanthamoeba castellanii, Dictyostellium discoideum, Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster, Galleria mellonella e Danio rerio tem sido cada vez mais empregados para
estudar varias doencas humanas, bem como a toxicidade e eficiéncia de novas substancias
(SCORZONI et al.,, 2013; BROWNE et al.,, 2014; GRATACAP; WHEELER, 2014;
NEWMAN et al., 2014; FREIRES et al., 2016).

1.5.1.1. Galleria mellonella

Galleria mellonella, a larva da cera da mariposa, tem sido utilizada como uma alternativa
ndo onerosa, de facil manipulacdo, com possibilidade de reproducéo em larga escala, rapidez
na execucdo dos ensaios, que é capaz de gerar dados confidveis e reprodutiveis que refletem
guase que exatamente aqueles obtidos empregando animais superiores. Estas larvas podem ser
incubadas em temperaturas que variam entre 25 e 37°C, possibilitando simular o habitat natural
do microrganismo e em condi¢des de infeccdo nos mamiferos. Além disso, neste tipo de modelo
é possivel administrar doses exatas de patégenos. Outra caracteristica interessante das larvas de
G. mellonella é o fato de apresentarem seis tipos de células de fagocitose que se alternam
durante a infeccdo, e que sdo utilizadas como um parametro da resposta das larvas apés a
exposicdo aos patdgenos. Ainda, pode-se avaliar o processo infeccioso e os efeitos toxicos de
compostos por meio da falta de movimento e pela melanizagédo das larvas (REEVES et al.,
2004; SCORZONIl et al., 2013; GU et al., 2017; JORJAO et al., 2017).

Larvas de G. mellonella tém sido empregadas como um modelo para o entendimento da
interacdo hospedeiro-patdgeno. Norville et al. (2014) verificaram que larvas de G. mellonella
sdo susceptiveis a infeccdo por Coxiella burnetii, devido a presenca da bactéria no interior dos
hemacitos e pelo fato que a morte das larvas ocorria de maneira dose-dependente (NORVILLE
et al., 2014). Em outro estudo larvas de G. mellonella foram utilizadas para avaliar a interacdo
da larva com o agente patogénico Candida krusei. Os autores mostraram que as leveduras
matavam as larvas mantidas em diferentes temperaturas (25, 30 e 37°C) e reduziam a densidade
de hemocitos, bem como relataram que a melaniza¢do do inseto ocorria de acordo com a
concentracéo do fungo (SCORZONI et al., 2013).

Este modelo alternativo também tem sido utilizado para verificar a atividade
antimicrobiana de diferentes farmacos e compostos. Gu et al. (2017) utilizaram o modelo G.

mellonella para estudar in vivo a eficacia da associacdo de minociclina /fluconazol
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(MINO/FLC) e doxiciclina/fluconazol (DOXY/FLC) contra C. albicans. Os resultados obtidos
mostraram que as taxas de sobrevivéncia das larvas infectadas com doses letais de C. albicans
aumentaram de maneira significativa na presenca dos farmacos combinados quando
comparados ao fluconazol sozinho. Além disso, a carga fungica reduziu 4 vezes e o estudo
histoldgico revelou poucas areas infectadas, bem como um grau de destruicdo menor quando

as larvas foram expostas a combinacéo (GU et al., 2017).

Ensaios para verificagdo do potencial de toxicidade de compostos sintéticos, extratos,
farmacos, cafeina e seus metabolicos, conservantes de alimentos, como o nitrato de potassio,
também tém sido realizados utilizando-se as larvas da mariposa da cera (IGNASIAK;
MAXWELL, 2017; KEPPANAN et al., 2017; MAGUIRE et al., 2017a; b; PALANCO et al.,
2017).

1.5.1.2. Danio rerio

Zebrafish (Danio rerio), € um outro animal ndo mamifero que tem sido utilizado em
diferentes campos de pesquisas, como desenvolvimento genético, gendmica toxicologia
aquatica, neurociéncia e outras area bioméedicas (ARUNACHALAM et al., 2013; NEWMAN
et al., 2014; SANTORO, 2014). Este é um excelente exemplar para ensaios toxicolégicos e de
descoberta de novos farmacos, bem como para estudos de biologia de desenvolvimento e
genética molecular. Além disso, é considerado o Unico modelo vertebrado para a investigacao
de uma série de fatores fisioldgicos. Suas principais vantagens incluem pequeno tamanho
corporal, alta fecundidade, embriogénese extracorpérea rapida (embrides que se desenvolvem
externamente e rapidamente, atingindo a maturidade em aproximadamente 3 meses), a criagdo
€ menos onerosa que de ratos e os embrifes sdo relativamente grandes e transparentes, 0 que
possibilita a visualizacdo em todas as etapas de desenvolvimento em tempo real. Outra
caracteristica interessante deste modelo é que o sequenciamento do seu genoma apresenta
ortologia com a maioria dos genes dos mamiferos (IWANAMI, 2014; DUBINSKA-MAGIERA
etal., 2016; EUM et al., 2016).

Alguns aspectos, como a falta de recursos analiticos suficientes (bibliotecas de anticorpos
utilizados amplamente na cultura celular) e limitagdes relacionadas a técnicas, devem ser
considerados ao trabalhar com este modelo. No entanto, estas desvantagens séo superadas, em
grande parte pela realizacdo de triagens genéticas em larga escala, bem como possibilidade de

manipulacdo direta do embrido. Estas particularidades representam uma vantagem consideravel
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sobre os modelos tradicionais de vertebrados e fizeram com que o zebrafish se tornasse um
modelo padrdo (IWANAMI, 2014).

Sendo o zebrafish um modelo bem aceito, este tem sido muito empregado para predizer
os efeitos teratogénicos de novos farmacos, nanoparticulas e outros agentes quimicos. Grinspan
et al. (2018) avaliaram toxicidade embrionaria de 4 metalofarmacos anticonvulsivantes,
contendo Zn*? e Cu*? e verificaram que os compostos contendo cobre sdo mais toxicos do que
aqueles que possuem zinco em sua constituicdo (GRUNSPAN et al., 2018). Por sua vez,
Singulani et al. (2017) verificam o potencial toxico do &cido galico e seus derivados
esterificados, em embrides de zebrafish. Os autores mostraram que dois compostos foram
menos toxicos (acido galico e dodecil galato) e que isto esta relacionado ao comprimento de
sua cadeia carbdnica (SINGULANI et al., 2017). Tartrazina (JOSHI; KATTI, 2017), bisfendis
(Moreman et al., 2017), clomazona (STEVANOVIC et al., 2017), cefalosporinas (QIAN et al.,
2018), metilxantinas (BASNET et al., 2017), entre outras substancias, também foram testados
por esta alternativa e os resultados foram adequados, mostrando que este € um modelo validado.

1.5.1.3. Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans € um nematoide de vida livre no solo, transparente, com 1mm de
comprimento e 50 um de largura, e constituido de aproximadamente 1000 células. Desde que
Sydney Brenners iniciou a caracterizagdo deste modelo em 1960, este tem sido extensivamente
empregado como um dos principais modelos para estudos de interacdo parasita-hospedeiro,
testes preliminares da eficacia de potenciais antimicrobianos, e como uma ferramenta para a
triagem de novos farmacos (BOYD et al., 2012; MUHAMMED et al., 2016; HUNT, 2017;
KIM et al., 2017).

Numerosas caracteristicas explicam porgue este invertebrado se tornou tdo emblematico
para 0s pesquisadores, entre as quais destacam-se: 1) O ciclo de vida do C. elegans é rapido, e
entre 3-4 dias esta completo e ocorre o desenvolvimento e liberacdo de ovos a partir de
hermafroditas para iniciar uma nova geracdo. Ressalta-se que cada larva adulta pode por em
torno de 300 ovos, 0s quais se tornam larvas num intervalo de horas; 2) A sua transparéncia,
permite visualizar eventos celulares ou usar marcadores fluorescentes para estudar processos in
vivo, como localizacdo celular ou expresséo especifica do tecido; 3) Baixo custo na manutengéo
e cultura, os animais sdo mantidos em meio solido de cultura para nematoides (NGM -

Nematode Growth Medium) e se alimentam da bactéria ndo patogénica Escherichia coli
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linhagem OP50; 4) N&o sdo perigosos para uso em laboratorio; 5) Ndo ha necessidade de
aprovacao de comité de ética para realizagdo dos estudos; 6) Sequéncia gendmica totalmente
elucidada e com varios genes homologos aos dos mamiferos; 7) Genoma pode ser facilmente
manipulado por meio das bibliotecas disponiveis de RNAI; 8) Possibilita o estudo do sistema
imune do hospedeiro (HOWE et al., 2013; DIOGO; BRATANICH, 2014; HUNT, 2017;
XIONG et al., 2017).

Este modelo tem sido utilizado como um hospedeiro alternativo in vivo para o
entendimento da patogénese de fungos (especialmente Candida spp e Criptococcus
neoformans), bactérias e virus, bem como para o estudo das interacdes patdgeno-hospedeiro,
visto que os fatores de viruléncia no C. elegans sdo muito semelhantes aos das infecges em
mamiferos. Sabe-se que quando a fonte de alimento do C. elegans é substituida por patdgenos,
é possivel verificar aspectos fenotipicos relacionados a processos infecciosos, tais como
acumulo do microrganismo no intestino, formacao de biofilmes na cuticula, inchago na cauda
e tempo de vida significativamente reduzido, entre 1,5-dias (TAMPAKAKIS et al., 2008;
DIOGO; BRATANICH, 2014; MUHAMMED et al., 2016; KIM et al., 2017; ORTEGA-
RIVEROS et al., 2017). Breger et al. (2007) mostraram que quando Candida albicans infecta
C. elegans em meio liquido, o fungo forma biofilme e mata o nematoide devido a formag&o de
uma rede de filamentos que penetram através da cuticula. Esta informacdo é de extrema
importancia, uma vez que a filamentagdo é uma caracteristica crucial relacionada a viruléncia
nos humanos. Neste contexto, os autores concluiram que este modelo pode auxiliar no estudo

das bases moleculares da patogénese da C. albicans (BREGER et al., 2007).

Fundamentado em resultados preditivos positivos na area de toxicologia, este
invertebrado também tem sido utilizado para identificar alvos farmacolégicos para diversas
doencas humanas, bem como uma alternativa para ensaios de toxicidade. Por exemplo, Harlow
et al., (2016) mostraram que 89% dos compostos testados que comprometeram a viabilidade
dos ovos na larva também causam efeitos no desenvolvimento de mamiferos (Harlow et al.,
2016). Em outro estudo, verificou-se que o 7-cetocolesterol, conhecido por ser citotoxico em
varias linhagens celulares, reduziu a capacidade reprodutiva e o tempo de vida do C. elegans
(ZONG et al., 2014).

1.5.2. Cultura de ceélulas e tecidos
Os sistemas de cultura celular sdo uma importante ferramenta empregada em uma ampla

gama de estudos biomédicos e médicos. Isto justifica-se, porque este modelo pode mostrar
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diferentes niveis de organizacdo e comportamento celular, e assim, fornecer informacoes
relevantes que facam conexdo com o in vivo. As células quando isoladas, selecionadas e
cultivadas adequadamente podem responder uma série de questdes fundamentais necessarias
para determinar o perfil de seguranca de um farmaco, bem como o mecanismo de agdo. Para
esta finalidade, a substancia investigada é adicionada ao meio de cultura adequado para a
linhagem celular de escolha e, portanto, sua acéo a nivel molecular ou celular pode ser estudada
(ASTASHKINA et al., 2012; DOKE; DHAWALE, 2015; AMELIAN et al., 2017).

A maioria dos ensaios com células utilizam o modelo tradicional bidimensional (2D), que
compreende o crescimento em monocamada sobre superficies rigidas de placas/frascos, sendo
que as células estdo igualmente expostas a nutrientes, fatores de crescimento e farmacos que
estdo presentes no meio de cultura. Comumente, estas proliferam em uma maior velocidade do
que in vivo e estdo no mesmo estagio de ciclo celular. A metodologia possui a habilidade de
fornecer informacGes bésicas sobre citotoxicidade, penetracdo e acimulo de farmacos, bem
como possibilita a selecdo de novos compostos de acordo com as propriedades biofarmacéuticas
desejadas. Além disso, muitas vezes, exibe niveis diferenciais na expressdo de genes e proteinas
em comparacao com modelos in vivo. Os beneficios associados a esta técnica incluem facilidade
de execucdo, rapidez, reprodutibilidade, baixo custo e possibilidade de usar pequenas
quantidades do composto a ser testado (HARTUNG; SABBIONI, 2011; CLIFT et al., 2014;
EDMONDSON et al., 2014; RAVI etal., 2015; AMELIAN etal., 2017; JAROCH et al., 2018).

A determinacdo in vitro dos efeitos toxicos de uma determinada substancia pode ser

avaliada por diferentes tipos de ensaios, conforme apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3. Ensaios in vitro para avaliacdo da citotoxicidade.

ENSAIO

TIPO DE AVALIACAO

MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5
difeniltetrazolio)

XTT (hidroxido de 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5 -
sulfofenil)-5- [(fenilamino) carbonil] -2H-tetraz6lio
MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil-2Htetrazolico)

Quantifica os efeitos antimetabédlicos. Usados na
avaliacdo da viabilidade e proliferag8o celular.

Sulforodamina B

Quantifica a biomassa total. Usado na avaliacdo da
viabilidade e proliferacdo celular.

Alamar Blue®
CellTiter-Blue®

Quantifica os efeitos antimetabdlicos. Usados na
avaliagdo da viabilidade e proliferagéo celular.

CellTiter-Glo® Quantifica o ATP (adenosina trifosfato). Usado na
avaliagdo da viabilidade e proliferagéo celular.
ToxiLight™ Quantifica a citdlise. Usado na avaliacdo da morte

celular. A maioria comumente associada a necrose
embora, a ruptura possa ocorrer também por apoptose.

Determinacgdo da desidrogenase latica (LDH)
CytoTox-ONE™

Quantifica a citolise. Usados na avaliagdo da morte
celular. A maioria comumente associada a necrose
embora, a ruptura possa ocorrer também por apoptose.

Vermelho neutro
TOX-4™

Quantifica a capacidade endocitica. Usados na
avaliacdo da viabilidade celular.

Live/dead assays-Calcein AM/ethidium
homodimer

HoecHTS 33342

DAPI

lodeto de propidio

Quantifica a integridade da membrana.

CyQuant®

Quantifica a concentracdo de DNA e eventos
antiproliferativos. Usado na avaliacdo da viabilidade
e proliferacdo celular.

5-Bromo-2'-deoxyuridina (BrdU), incorporacdo de
timidina radioativa

Quantifica os eventos antiproliferativos. Usado na
avaliacdo da proliferagdo celular.

Azul de Trypan

Azul de metileno

Quantifica a integridade da membrana. Usados para
avaliacdo da viabilidade celular.

Caspase —Glo 3/7®
Apo-One®

Quantifica a apoptose.

Fonte: Adaptado de Astashkina et al., 2012
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5. CONCLUSOES

Dados analiticos e espectroscdpicos dos derivados nitrofuranos sintetizados, mostraram
que estes estdo em concordancia com as estruturas propostas.

O estudo das caracteristicas dos biofilmes em 6, 24, 48 e 72 horas (atividade metabdlica,
quantificacdo da biomassa total e de polissacarideos, MEV) de Candida albicans,
Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicalis, mostrou

que estas apresentam valores maximos em 48 horas, indicando o biofilme maduro;

Os derivados nitrofuranos L7CF113 e L7CF165 foram os compostos que apresentaram
os melhores resultados nos testes de sensibilidade contra Candida albicans, Candida
glabrata, Candida krusei. Entretanto, ndo apresentaram atividade contra Candida

parapsilosis e Candida tropicalis;

Os biofilmes de Candida albicans e ndo albicans (Candida krusei, Candida glabrata)
formados em 6 horas apresentaram atividade metabdlica reduzida quando em contato
com o composto L7CF 113 e L7CF 165 em concentragdes iguais ou superiores a 62,50

ug/mL.

Os biofilmes de Candida albicans e ndo albicans (Candida krusei, Candida glabrata,
Candida parapsilosis e Candida tropicalis) formados em 24 e 48 horas apresentaram
atividade metabolica reduzida tanto para o composto L7CF 113 e L7CF165 em

concentragOes iguais ou superiores a 125 pg/mL.

Os compostos L7CF 113 e L7CF165 ndo apresentaram evidéncia de citotoxicidade nas
linhagens celulares estudadas (HaCaT, 3T3 E HepG2);
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® (Os compostos nitrofuranos L7CF 113 e L7CF165 nas concentracdes de 10 mg/kg, 20
mg/kg e 30 mg/Kg ndo apresentaram toxicidade em modelo alternativo Galleria

mellonella;

® Em embribes de Danio rerio (zebrafish), o composto L7CF113 ndo mostrou ser toXico
na concentracdo de 31.25 pg/mL. Por sua vez, o derivado L7CF 165 mostrou ser

extremamente toxicos para os embrides (taxa de sobrevivéncia = 0)

® Em modelo C. elegans, os compostos L7CF113 ndo apresentou toxicidade. Por sua vez
0 composto L7CF 165 reduziu a taxa de sobrevivéncia dos nematoides nas

concentragOes que variaram entre 125 e 31,25 pg/mL.

® Os derivados nitrofuranos, nas concentracdes estudadas, ndo apresentaram atividade
antifangica contra C. albicans em modelo in vivo C. elegans. Sendo necessario, 0

emprego de maiores concentragoes.

Diante destas conclusdes, verificou-se que os derivados nitrofuranos L7CF 113 e L7CF
165 sdo compostos promissores para o tratamento de infec¢Ges causadas por Candida spp.

Sendo que, o L7CF 113 foi o0 que se mostrou menos toxico nos modelos utilizados.
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