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RESUMO

Introducdo: O aumento das infecgdes fungicas, os efeitos adversos e a resisténcia aos
antifungicos atualmente utilizados, estimulam novos estudos em busca de melhores agentes
antifangicos. Nesse contexto, as naftoquinonas sdo amplamente estudadas por possuir varias
atividades bioldgicas, dentre elas antifungica. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antifungica de novas naftoquinonas semissintéticas frente a fungos oportunistas/dermatofitos
e avaliar a interferéncia de uma naftoquinona selecionada na formagéo da parede celular,
ergosterol de membrana e membrana celular de cepa de Candida albicans (ATCC 36232).
Meétodos: A atividade antifungica de quatro novas naftoquinonas semissintéticas foi avaliada
frente a 89 culturas pertencentes a colecdo de microrganismos do Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazoénia (INPA), incluindo leveduras oportunistas, agentes de dermatofitoses e
fungos filamentosos oportunistas. O ensaio de determinacdo da Concentracdo inibitdria
minima (CIM) foi realizado como descrito pela CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) nos documentos M27-A2 e M38-A/CLSI,2002. A substancia que apresentou melhor
atividade foi avaliada quanto a acdo na parede celular (ensaio sorbitol) e a interferéncia na
membrana associada & interagdo com ergosterol, ao equilibrio osmético (efluxo de K*) e a um
ensaio de extravazamento de substancias que absorvem a 260 nm. Resultados: Todas as
novas naftoquinonas testadas exibiram atividade antifungica, sendo que a 1VS320 (1H-
cyclopenta[b]naphtho[2,3-d]furan-5,10(3aH,10bH)-dione) apresentou as menores CIMs frente
as espécies testadas. A CIM de IV320 foi particularmente baixas para dermatéfitos, com
médias de CIM variando de 5-28 pg/mL e frente aos isolados do género Cryptococcus spp.
médias de CIM variaram de 3-5 pg/mL. Por isso, foi submetida a ensaios preliminares de
mecanismo de acdo. Nesses ensaios, a 1VS320 nédo causou alteracdo na parede celular do
fungo, mas causou problemas na permeabilidade da membrana celular (efluxo de K* e
extravasamento de substancias que absorvem a 260nm), ndo relacionados a ligacdo com o
ergosterol da membrana.

Palavras Chaves: naftoquinonas, atividade antifingica, mecanismo de acao.



Abstract

Introduction: The increase in fungal infections, adverse effects and resistance to antifungal
agents currently used, stimulate new studies in search of better antifungal. In this context, the
naphthoquinones are widely studied for possessing various biological activities, among them
antifungal. The aim of this study was to evaluate the antifungal activity of new
naphthoquinones semissintéticas against opportunistic fungi / dermatophytes and to evaluate
the interference of a naphthoquinone selected in cell wall formation, membrane ergosterol and
cell membrane strain of Candida albicans (ATCC 36232). Methods: The antifungal activity
of four new naphthoquinones semi synthetic was evaluated against 89 cultures of
microorganisms belonging to the collection of the National Institute for Amazonian Research
(INPA), including opportunistic yeast, agents of dermatophytosis and opportunistic
filamentous fungi. The test for determining the minimum inhibitory concentration (MIC) was
performed as described by the CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) documents
M27 - A2 and M38-A/CLSI, 2002. The substance showed better activity was assessed as the
action in the cell wall (test sorbitol) and interference in the membrane -associated interaction
with ergosterol , the osmotic balance ( K + efflux ) and an essay by leakage of substances that
absorb at 260 nm. Results: All new naphthoquinones tested exhibited antifungal activity, and
the 1VS320 (1H - cyclopenta [ b ] naphtho [2,3 - d] furan- 5, 10 (3Ah , 10BH) - dione)
showed the lowest MICs front species tested. The MIC 1V320 was particularly low for
dermatophytes , with MIC averages ranging from 5-28 mg / mL and against isolates of the
genus Cryptococcus spp . Mean MIC ranged from 5.3 mg / mL. So it was subjected to
preliminary tests of mechanism of action. In these trials , the I'VS320 caused no change in the
fungal cell wall , but caused problems in cell membrane permeability ( efflux of K + and
leakage of substances that absorb 260nm ) unrelated to the connection with the ergosterol
membrane .

Key Words: naphthoquinones, antifungal activity, mechanism of action.
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1. INTRODUCAO

Ao longo dos ultimos anos, a ocorréncia de infeccdes fungicas em humanos vem
aumentando, representando um problema para a saude devido a sua alta morbidade e
mortalidade em todo o0 mundo (BROWN et al., 2012). O tratamento das micoses nao é sempre
efetivo, pois embora existam agentes antifingicos eficazes atualmente disponiveis, eles
causam efeitos indesejaveis como toxicidade, interacbes medicamentosas com outras
substancias e insuficientes propriedades farmacocinéticas, além do desenvolvimento de
resisténcia (AYATI et al., 2012). Portanto, € importante a busca e o desenvolvimento de
novos agentes antifangicos de amplo espectro mais seguros e mais potentes.

Entre as substadncias naturais, as naftoquinonas (encontradas em bactérias, fungos,
animais e principalmente em vegetais) tém despertado interesse nos Gltimos anos, ndo so
devido a sua importancia nos processos bioquimicos vitais, como também por apresentarem
varias atividades biologicas conhecidas, como atividade antitumoral, antibacteriana e antiviral
(FERREIRA et al., 2010). Umas séries de estudos também demonstraram que os derivados de
naftoquinonas apresentam atividade antifingica (SHENG & ZHANG et al., 2011). Entre
esses, um relatou a sintese, a partir da lausona, de quatro substancias que apresentaram
atividade antifingica frente a seis espécies de Candida, isoladas da cavidade oral de pacientes
com proteses removiveis (FREIRE et al., 2010).

Neste trabalho, a atividade antifingica dos compostos 2,2-dimetil-2,3-di-hidro-
nafto[2,3-b]furan-4,9-diona, 2,2-dimetil-2,3-di-hidro-nafto[1,2-b]furan-4,5-diona, 1H-
cyclopenta[b]naphtho[2,3-d]furan-5,10(3aH,10bH)-dione e (6b,7-dihidro-5H-
cyclopenta[b]naphtho[2,1-d]furan-5,6(9aH)-dione foi avaliada frente 89 culturas flngicas,
sendo 29 de leveduras oportunistas, 40 fungos filamentosos e 20 de filamentos oportunistas e
dermatofitos. O composto que apresentou-se como melhor antifingico teve o seu mecanismo

de acdo investigado frente a cepa Candida abicans ATCC 36232.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Micoses

As infeccBes fungicas ou micoses sdo doencgas causadas pelo desenvolvimento e
multiplicacdo de fungos patogénicos primarios ou oportunistas em diferentes orgdos. A
maioria dos patogenos primarios sao fungos filamentosos, capazes de estabelecer uma
infeccdo em individuos saudaveis. Enquanto que a maioria dos oportunistas sdo leveduras e
algumas espécies de fungos filamentosos, capazes de estabelecer uma infeccdo no corpo
humano devido a uma supressdo do sistema imunoldgico (VANDEPUTTE et al., 2012).

Apesar de ndo haver consenso quanto a classificacdo das infec¢des fungicas, uma vez
gue os autores podem ou ndo incluir certas doencas fungicas de acordo com sua experiéncia
em taxonomia de micologia médica, as diferencas existem. As micoses podem ser
classificadas de acordo com a localizagdo no corpo humano (Tabela 1) e conforme a
apresentacdo clinica (VANDEPUTTE et al.; ARENAS et al., 2012).

As infecgBes superficiais, estdo limitadas a parte mais externa da pele e do cabelo, e
que em rarisismos casos invadem a derme e até mesmo 6rgdos internos, estas infeccbes sao
mais frequentemente causada por levedura do género Malassezia. As infeccOes cutaneas
acometem a camadas mais externas da pele e unha, geralmente causadas por dermat6fitos
do género Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. Enquanto que as Infeccbes da
mucosa sdo causadas principalmente por leveduras oportunistas, principalmente aquelas
pertencentes ao género Candida (VANDEPUTTE et al., 2012). As micoses subcutaneas sao
causadas por fungos saprofitas que afetam principalmente a pele e o tecido subcutaneo, ainda
que ocasionalmente possam se espalhar para outros locais e causar infec¢cdo disseminada ou
sistémica. Os principais agentes causadores sdo do género Sporothrix e Cladosporium
(ARENAS et al.; VERA-CABRERA et al.,2012). Micoses sistémicas causadas por fungos

dimorficos que normalmente entram no organismo através do trato respiratorio, sdo capazes
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de causar doencas em que o inoculo é suficiente, e 90% das infec¢des sdo assintomaticas ou
auto limitantes, deixando o hospedeiro especifico, com resisténcia a reinfeccdo. Os principais
géneros sdao Histoplasma e Paracoccidioides (ARENAS et al.,2012). Micoses oportunistas
sdo causadas por fungos filamentosos oportunistas e a infeccdo depende do tamanho do
indculo. Pode acometer qualquer parte do organismo e apresentam sintomas variados. Séo
muito comuns em pacientes imunocomprometidos e sdo frequentemente associados com uma
elevada taxa de mortalidade. Os patdgenos mais freqiientemente envolvidos em infeccdes
fangicas oportunistas sdo as Candida, Cryptococcos, Aspergillus e Fusarium (HAY, 2006;

PFALLER e DIEKEMA, 2010, VANDEPUTTE et al., 2012).

Tabela 1: Principais caracteristicas das infec¢des flngicas

Localizagéo Patégeno Orgéo Géneros mais Grupos de
corporal frequentes microrganismos
Superficiais Primario Pele e cabelos Malassezia Leveduras
Cutaneas/mucosas Primério e Pele e unhas Trichophyton Dermatdfitos e
Oportunistas  vagina, trato digestivo, Epidermophyton Leveduras
trato urinario e olhos Microsporum oportunistas
Candida
Subcuténeas Primérios Pele e tecido subcutaneo Sporothrix, Dimorficos
Cladosporium,
Exophiala,
Sistémicas Oportunistas Pulmao, figado, bago e Histoplasma, Dimorficos
dimorfica linfonodos. Paracoccidioides
Sistémicas Oportunista Diversos 0rgaos Aspergillus, Fusarium, Filamentosos

Oportunistas (pulméo, cérebro,

sangue)

Cryptococcus, Candida e
outros

oportunistas

FONTE: Adaptado de VANDEPUTTE et al.; ARENA et al., 2012.

2.1.1 Micoses cutaneas

As micoses cutaneas estdo entre as infecgGes fungicas mais comuns e resultam do
acometimento de fungos nos tecidos queratinizados da pele atingindo também as unhas, pelos
e mucosas. Embora a lesdo esteja relacionada a camada da pele e anexos mortos, cornificados,

produzem varias respostas imunes celulares. A intensidade da resposta esta relacionada com o
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estado imunolégico do hospedeiro e com cepa ou espécie do fungo (VAN
MINNEBRUGGEN et al., 2010). Dentre os principais agentes etioldgicos das micoses
cutaneas estdo os agentes dermatéfitos, fungos filamentosos, hialinos, septados, algumas
vezes artroconidiados, queratinofilicos, passiveis de colonizar e causar lesdes clinicas em
pélos e/ou extrato corneo de homens e animais. Os principais géneros sdo Microsporum,
Trichophyton, Epidermophyton responsaveis pelas dermatofitoses. Nas infeccdes mucosas, as
leveduras oportunistas, principalmente da espécie Candida albicans infectam as mucosas da
boca, vagina e da pele, causando os quadros de Candidose (ARENAS et al., 2012)

Estudos epidemioldgicos indicam que as micoses cutaneas estdo entre as doencas de
maior incidéncia no mundo (VANDEPUTTE et al., 2012). As dermatofitoses afetam
aproximadamente 40% da populacdo mundial e representam 30% de todas as infeccGes
micoticas cutaneas (PEREIRA et al., 2011). A prevaléncia dos agentes etioldgicos é variavel
nas diversas regides do mundo e dentro de um mesmo pais, devido a fatores climaticos, assim
como praticas sociais, migracdo populacional e caracteristicas individuais (PERES et. al.,
2010).

No Brasil, estudos demonstram que a distribuicdo de agentes etioldgicos sdo variaveis
conforme a regides geograficas. Nas regides sul e sudeste tém apresentado alta incidéncia de
infeccdes causadas por Trichophyton rubrum, seguido por Microsporum canis e Trichophyton
mentagrophytes, enquanto na regido Nordeste had maior prevaléncia de Trichophyton
tonsurans, T. rubrum e M. canis (DE ARAUJO, et al., 2012). Em estudo realizado no
Amazonas, as espécies mais prevalentes sdao Trychophyton rubrum (41.5%), Trychophyton
tousurans (34.1%) e Trychophyton mentagrophytes (CORTEZ et al., 2012). Candida albicans
presente na cavidade bucal e trato gastrintestinal de individuos sadios sdo um dos principais
agentes causadores das micoses humanas, sendo a quarta causa mais comum de infeccOes

sistémicas ( SHAO et al., 2007).
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O processo infeccioso ocorre quando os fungos superam 0s mecanismos de defesa
inato do hospedeiro e colonizam o tecido (PERES et. al., 2010). Nas dermatofitoses a
patogénese ocorre de 3 a 4 horas ap0s ter ocorrido a germinacdo do artroconidio e a
penetracdo da hifa no estrato corneo. Estas infeccdes induzem uma resposta especifica, com
componentes humorais e celulares, mediadas por hipersensibilidade tardia, entretanto o nivel
de inflamacdo varia de acordo com hospedeiro, a espécie e do estado patofisiolégico do
hospedeiro (VERMOUT et. al., 2008). As leveduras do género Candida sdo comensais das
mucosas sadias da pele, cavidade oral e da vagina e tornam-se patogénicas quando a defesa do
hospedeiro é alterada por mudancas fisiologicas, envelhecimento, doencas degenerativas,
neoplasias, imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas, e imunodepressao induzida por atos
médicos (COLOMBO e GUIMARAES, 2003).

As manisfestacdes clinicas das micoses cutaneas sdo variadas e dependem do agente
etioldgico, do local afetado, do binémio parasito/hospedeiro e também do estado imunolégico
do hospedeiro. Nas dermatofitoses sdo utilizadas as denominagfes Tinea seguidas do sitio
anatdomico das lesdes, exemplo: Tinea corporis, Tinea circinada (tinha de pele glaba,
FIGURA 1A) Tinea capitis (couro cabeludo), Tinea pedis (tinha do pé), Tinea unguium
(tinha da unha, onicomicose FIGURA 1B). As lesdes caracteristicas nas infeccbes de pele
causadas por dermatdfitos sdo circulares, eritematosa e pruriginosas, devido a reacdes de
hirpesensibilidade ao fungo e/ou a seus metabolitos. Nas onicomicoses pode ocorrer
aparecimento de manchas brancas, espessamento e descolamento das bordas da unha e até a
distrofia total (PERES et. al., 2010). A candidiase oral é a manifestacédo clinica mais comum

lesBes mucosas causadas por Candida spp..
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Figura 1. Lesdes causadas por dermatofitos. A) Lesdes com bordas avermelhadas
caracteristicas de tinea corporis, B) Lesfes distais das unhas tinea unguium (FONTE:
www.doctorfungos.org/imagenban).

O diagnostico correto das micoses cutaneas € laboratorial, no entanto, é pouco
utilizado. A importancia deste da-se pela similaridade das manifestacGes clinicas por
infeccdes flngicas com as de outras etiologias, 0 que ocasiona um tratamento ineficaz devido
a terapia empirica. Alem disso, os exames laboratoriais podem ajudar a distinguir uma
reinfeccdo por um mesmo agente de outra infeccdo por um agente novo e fornecer evidencia
se 0 proprio fungo é responsavel pela falha do tratamento ou se ha uma limitacdo do agente
antifangico. (ALMEIDA et al., 2009).

O tratamento medicamentoso das micoses cutaneas causadas por dermatofitos e
leveduras, pode ser realizado com administracdo por via oral ou tdpica, usualmente por
derivados azélicos (cetoconazol, fluconazol e itraconazol), terbinafina e griseofulvina (HAY
2006; CHEN&SORRELL et. al., 2007). A terbinafina é um dos antiflngicos mais
recomendados para o tratamento, sobretudo de onicomicoses, tanto para uso topico, quanto
oral (FERREIROS Jr. et. al., 2012; ALMEIDA et. al., 2009). Contundo, é importante ressaltar
gue o sucesso do tratamento esta vinculado tanto ao correto diagnostico e prescri¢do adequada

quanto a total adeséo ao tratamento pelo paciente (ALMEIDA et. al.2009).
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2.1.2 Micoses Oportunistas

Séo infeccdes causadas por fungos oportunistas que tém uma baixa viruléncia inerente
e que causam doencas apenas em determinadas circunstancias, e as manifestacdes clinicas
variam conforme o agente etioldgico (Tabela2) . As infecGes oportunistas sdo mais comuns e
graves em individuos imunocomprometidos, como nos pacientes com com HIV/AIDS e os
tratados com imunossupressores. A Candidiase, Criptococose sdo infeccGes oportunistas
graves causadas por leveduras que tém como principais agentes etioldgicos Candida albicans
e Candida spp; Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. As hialo-hifomicoses sdo
causadas por fungos filamentos oportunistas dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium.
(KANTARCIOGLU, et al., 2009, GARIBOTTO, et al.,2010).

O género Candida é composto por um grupo heterogéneo de organismos, e mais de 17
espécies diferentes de Candida sdo conhecidos como sendo agentes etioldgicos de infeccdes
humana, mais de 90% das infec¢Bes invasivas sdo causadas por Candida albicans, Candida
glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis e Candida krusei (SARDI et al., 2013).C.
albicans é a levedura mais frequentemente isolado em todo o mundo das infec¢cdes da
corrente sanguinea nosocomiais. Nas infec¢des associada a infeccdo por Candida spp a
mortalidade varia de 14,5 a 49% nos adultos.

Em estudos multicéntricos realizados no Brasil e no México, verificou-se que 4% das
infeccbes da corrente sanguinea nosocomiais sdo causadas por espécies de Candida
(SIFUENTES-OSORNIO et.al., 2012; TSAI et al.,, 2013). No Brasil, em estudos de
candidemia, C. albicans foi responsavel por 40,9% dos casos, seguido de C. tropicalis
(20,9%), C. parapsilosis (20,5%) e C. glabrata (4,9%) (SIFUENTES-OSORNIO et.al., 2012;
SARDI et al. (2013); TSAl et al., 2013).

Espécies de Candida pertencem a microbiota normal da cavidade da mucosa oral, trato

gastrointestinal e vagina do individuo, e sdo responsaveis por varias manifestacoes clinicas de
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supercrescimento mucocutanea para infecgfes da corrente sanguinea. O diagnostico baseia-se
no isolamento do microrganismo na corrente sanguinea, através de hemocultura
(SIFUENTES-OSORNIO et.al., 2012)

Na América Latina, a anfotericina B desoxicolato continua a ser o antifungico mais
utilizado, seguido pelo fluconazol. Estudos de resisténcia a antifingicos tém sido realizados
globalmente e regionalmente. A resisténcia global a FCZ varia entre 1% e 6%. No entanto,
guando analisado por espécie , a resisténcia ao fluconazol em C. albicans, C. parapsilosis e C.
tropicalis, é inferior a 3 %. Resisténcia ao fluconazol em C. tropicalis foi avaliado em até 6%
a 8 % dos casos, mas estes resultados podem ser influenciados pelo " fenémeno de arrasto "
visto em testes de susceptibilidade C. glabrata e C. krusei sdo geralmente mais
resistentes,30% e 70%, respectivamente (SIFUENTES-OSORNIO et.al., 2012).

A criptococose é a segunda doenca neuroldgica mais prevalente em pacientes
brasileiros com AIDS (VIDOTTO et al., 2006 MARTINS et al., 2007; PAPPALARDO et al.,
2007). A meningoencefalite ¢ a forma clinica mais comum da criptococose na América
Latina, com 85% dos casos causadas por C. neoformans, 80% estdo associados a infeccéo
com HIV e alguns estudos relataram Cryptococcus como 0 quarto ou quinto microrganismo
mais comum isolado em hemoculturas(SIFUENTES-OSORNIO et.al., 2012). O indice de
mortalidade de criptococose no SNC é de 15% a 30%, mesmo com o tratamento (CHARLIER
et al., 2008).

Cryptococcos neoformans (sorotipos A e D , os gendtipos VNI- V) € o agente da
criptococose, que afeta pacientes imunodeprimidos, como pacientes com AIDS. Em contraste,
Cryptococcos gattii (sorotipos B e C, os genotipos VIG -1V) é o agente da criptococose
esporadica que pode afetar imunocompetentes. Apesar de C. neoformans ter distribuicdo
mundial, C. gattii € encontrado em detritos de arvore (NUCCI et al., 2010; SIFUENTES-

OSORNIO et.al., 2012). E a causa mais importante meningoencefalite em todo o mundo,
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afetando tanto imunocompetentes, bem como os individuos imunocomprometidos. Isso pode
causar outros padrdes clinicos, tais como fungemia, pneumonia e lesdes dos 0ssos, pele e
tecido mole (BROWN et al., 2012).

Estudos de suscetibilidade antimicrobiana indicam que mais de 99% dos isolados séo
suscetiveis a anfotericina B, fluconazol, e flucitosina (PFALLER et al., 2010). Diretrizes
atuais de tratamento para meningoencefalite criptocdcica recomendam o uso de anfotericina
B, mais flucitosina, mas na América Latina, 80% dos pacientes sdo tratados com desoxicolato
de anfotericina B e fluconazol, com resultados semelhantes aos do tratamento padrdo (VAN

MINNEBRUGGEN et.al., 2010; SIFUENTES-OSORNIO et.al., 2012)

Tabela 2. Manifesta¢des clinicas das micoses oportunistas

Doenca Agente etioldgico Quadro clinico mais
frequente
Candidemia Candida albicans, Candida tropicalis, infeccOes da corrente
Candida glabrata Candida parapsilosis sanguinea
Candida Krusei
Criptococose Cryptococcus neoformans forma lesdes nos
Cryptococcus gatti pulmdes ou sistema
nervoso central (SNC)
Hialohifomicoses Aspergillus, Fusarium, Cryptococcus, Hematogenicamente
Candida e outros. disseminam-se para

outros 6rgdos, como
pulméo e coracéo.

FONTE: SIFUENTES-OSORNIO et.al., 2012.

As hialohifomicoses, infec¢do por Aspergillus, Fusarium e outros fungos filamentosos
oportunistas, tém sido amplamente descrita em pacientes com neoplasias hematolégicas,
transplante (transplantes de medula dssea), as pessoas com diabetes cronica e paciente em
tratamento com alta dose de esteroides. Na América Latina, os fatores de risco mais
relevantes foram neutropenia profunda, mondcitos menos de 100 células por mais de 4 dias, e
elevado nivel sérico de proteina C reativa. Depois da Candida, os patdgenos mais importantes
envolvidos sdo Aspergillus spp, Fusarium spp. Na América Latina, aspergilose

broncopulmonar foi avaliada como a terceira principal causa mais comum de micoses
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profundas em alguns hospitais gerais. Caracteristicamente, o diagndstico s6 pode ser
estabelecido por critérios histologicos, tais como angio invasdo ou pelo isolamento desses

agentes patogénicos a partir da corrente sanguinea (SIFUENTES-OSORNIO et.al., 2012).

2.2 Atividades bioldgicas das naftoquinonas

As quinonas representam uma ampla e variada familia de compostos oxigenados,
formados a partir da oxidacdo de fendis. Sua principal caracteristica é a presenca de dois
grupos carbonilicos formando um sistema conjugado, sdo altamente reativas e suas
propriedades quimicas permitem que interajam com alvos bioldgicos, formando ligagdes
covalentes e, agindo como agentes de transferéncia de elétrons em reacdes de oxidagao-
reducdo (KUMAGAI, et al.,2012).

Com base na sua estrutura molecular, sdo classificadas de acordo com o tipo de
sistema aromatico que sustenta o anel quinonoidica em: benzoquinonas - um anel benzénico;
naftoquinonas — um anel naftalénico; antraquinonas — um anel antracénico linear ou angular
(Fig. 2). Em decorréncia de diferentes arranjos quinonoidicos (isomeria), com um mesmo tipo
de anel pode-se ter diferentes quinonas, dependendo das disposicdes relativas das carbonilas

(DA SILVA et al., 2003).

s}
Benzoquinona 1 4Naftoquinona Antraquinona

Figura 2 : Estruturas quimicas bésicas das quinonas.
Nas naftoquinonas, tem-se a forma isomérica orto-quinonoidica ( posicdo 1,2) quando
as carbonilas séo vizinhas, ou a p-naftoquinonoidica (posi¢do 1,4) com as carbonilas tendo

entre si dois carbonos. Outros arranjos isomericos sdo conhecidos, principalmente em
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sistemas policiclicos, cujas formas isoméricas diferem muito em suas propriedades fisicas,
quimicas e quanto a sua atuacdo bioldgica. A B-lapachona, por exemplo, € muito mias ativa
frente a Trypanosoma cruzi que seu isdmero natural, a- lapachona (DA SILVA et al., 2003)

As naftoquinonas séo de particular interesse em virtude de sua ampla ocorréncia em
produtos naturais, por possuir ou j& ter possuido grande importancia econémica como
corantes, na sintese organica e na area farmacoldgica. Dentre as quinonas mais importantes
figuram o Lapachol (2-hidroxi-3-[3-metil-2-butenil]-1,4- naftoquinona), a Lausona (2-
hidroxi-1,4-naftoquinona) e a lapachona (3,4-dihidro- 2,2-dimetil-2H-nafto [1,2-b] pirano-
5,6-diona) (RIBEIRO et. al., 2008).

Dentre as p-naftoquinonas, a lausona (Fig. 3-1) e o lapachol (Fig. 3-2) sdo vastamente
estudados. Os primeiros relatos da utilizacdo de extratos vegetais que possuem naftoquinonas
datam do Antigo Egito, ha cerca de 4.000 anos atras. O extrato das folhas de Lawsonia
inermis, rico em lausona (2-hidroxi-1,4-naftoquinona), uma das naftoquinonas
estruturalmente mais simples obtida naturalmente, era empregado como cosmético para a
pintura de cabelo, unhas e pele. Posteriormente, 0 extrato também passou a ser usado no
tratamento de micoses e feridas ( FERREIRA et al., 2010).

Hooker, 1892 preparou pela primeira vez a sintese da -lapachona (Fig 3-3) a partir do
lapachol. Desde entdo os protocolos comumente utilizados para a sintese da B-lapachona sao
baseados na ciclizacdo do lapachol obtidos das Tabebuia sp (ipé roxo) por catalise &cida, ou

sintetizado a partir da Lausona (FERREIRA S.B., et. al., 2010).
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Figura 3. Sintese da B-lapachona a partir do lapachol por catélise &cida. 1- Lausona); 2-
Lapachol; 3- B- lapachona. FONTE: adaptado de FERREIRA et. al, 2010.

As naftoquinonas, sd0 comuns na natureza e representam uma importante classe de
moléculas biologicamente ativas (FERREIRA et. al.,2010). Em geral, nos ultimos anos o
interesse por essa classe de substancias € crescente, devido ao seu potencial uso para fins
medicinais. Entre as varias naftoquinonas com atividade farmacoldgica, foram atribuidas ao
grupo lapachol e seus derivados semissintéticos, atividades bioldgicas tais como: moluscicida,
atividade frente a caramujos Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario so Shistosoma
mansoni(BARBOSA et. al., 2005); leishmanicidas, acdo intracelular nas formas amastigotas
de Leishmania (viannia) braziliensis (TEIXEIRA et. al., 2001), tripanossomida, atividade
frente a Trypanosoma cruzy, agente causador da doenca de Chagas em sua fase tripomastigota
(SALAS et. al., 2008); antitubercular (FERREIRA et. al., 2010); antitumoral (SILVA
JUNIOR, et. al., 2010); antibacterial (RAHMOUN et. al., 2012) e antifingica (TANDON et.

al., 2009).
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2.3 Atividade biologica da 1VS320; VS 322, Nor-a-lapachona e Nor-p-lapachona

Uma série de estudos tém demostrado que os derivados de naftoquinonas substituidas
mostraram atividade particularmente marcada frente a fungos. Recentemente, Freire et al.,
(2010) relataram a sintese de naftquiononas dihidrofurano como novo composto que apresenta
um gande potencial na aplicacdo farmacologica. Nesse trabalho realizaram a sintese de a-e -
2, 3-dihidrofurano naftoquinonas, la-i e 2a-i. Entre eles 1h (Nor-a-lapachona ), 2h (Nor-f-
lapachona), 1i (IVS320) e 2i (IVS322) e avaliou-0s como agentes antifungicos frente a seis
espécies de Candida (C.albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C. kefyr, C. tropicalis e
C.dubliniensis), isoladas a partir da cavidade bucal de pacientes com protese removiveis. Os
resultados reveleram ques os substituintes  a-furano-naftoquinonas apresentam maior
atividade antifungica do que os compostos p-furano-naftoquionas.

As sinteses das naftoquinonas foram preparadas a partir de lausona prontamente
disponivel e olefinas na presenca de cério (IV) e nitrato de amdnio (CAN) e foram realizadas
em uma unica etapa. Resumidamente, os compostos ( furano naftoquinona) foram obtidos
por oxidacdo, cicloadi¢cdo de 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (Lausona) para o alceno, mediada
por cério (IV) e CAN (Figura 4 ). Todos os compostos foram obtidos com bons rendimentos
(10-86% dos isolados de produtos) e foram completamente caracterizados por espectroscopia
de proton e carbono, ressonancia magnética nuclear (‘H RMN e ®¥C RMN,

respectivamente), espectroscopia de infravermelho (IR) e analise elementar .
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Figura 4. Sintese do substituido a-e p-2,3-di-hidrofurano naftoquinonas, adaptado de Freire et.
al, 2010.

Contudo, é necessario conhecer a CIM desses novos compostos naftofuranquinonas frente a
uma variedade de microrganismos de outras classes patogénicas causadores de infeccbes

fangicas.

2.4 Mecanismos de ac¢do de antiflingicos

As classes de agentes antifungicos usados para o tratamento de micoses sdo focadas
em alvos que agem direta ou indiretamente no envelope celular (parede ou membrana
plasmatica) do fungo e, particularmente, na biossintese do ergosterol, que é o principal
componente da membrana celular dos fungos (ODDS et al., 2003; KATHIRAVAN et al.,
2012). As classificacOes tém sido baseadas na utilizacdo de classes quimicas diferentes dos
antifangicos, tal como os polienos, azolicos, equinocandinas,alilaminas e analogos de

piridinas (Tabela 3).



Tabela 3: Classificacdo os agentes antifungicos
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Classificacdo dos

Substancia

Microrganismo

Modo de a¢éo

antifangicos Alvo
Polienos Anfotericina B Candida spp. Ligacédo ao esgosterol e
Nistatina Cryptococcus spp. desestabilizagdo da
membrana plasmatica
Azo6licos Cetoconazol, Candida spp. Biossintese do Ergosterol
Fluconazol, Dermatofitos, 14a-Demetilase (citocromo
Itraconazol Cryptococus spp. P450 -14DM)
Alilaminas Naftifina e Dermatéfitos Biossintese do Ergosterol,
terbinafina Esqualeno epoxidase
Equinocandinas Micafungina, Candida spp Blogueio da Sintese da

Pirimidinas

caspofungina

Flucitosina (5FC)

Aspergillus spp

Cryptococcus spp.

parede celular p-(1,3)-D-
glucano sintetase

Sintese de DNA e RNA

Quanto ao alvo, os mecanismos de agdo estdo divididos em inibidores da sintese do
ergosterol flngicas (azdis), inibidores de esqualeno epoxidase (alilaminas), desreguladores do
ergosterol

(polienos antibidticos), inibidores da sintese de Glucan parede celular

(eginocandinas), inibidores da sintese de acidos nucleicos (Flucitocina) e inibidores da

sintese de microtubules (griseofulvina), ilustrados na figura 5. (KATHIRAVAN, et al., 2012).
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Figura 5: Mecanismo de acdo dos antifingicos. FONTE: Adaptado de KATHIRAVAN et al.,
2012
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Os azois sdo compostos sintéticos que sao classificados em imidazéis (miconazol e
cetoconazol) ou triazois (fluconazol, itraconazol e voriconazol), de acordo com o ndmero de
atomos de nitrogénio no anel azol de cinco membros (KATHIRAVAN, et al., 2012). Eles
agem na biossintese do ergosterol inibindo a enzima 14-o demetilase, formando um complexo
do azol com uma parte do citocromo P450 do fungo, impedindo assim a conversdo de
lanosterol em ergosterol (GARNACHO-MONTERO & JIMENEZ PARRILLA, 2011). Esse
acumulo de metilesterdis, com forma e propriedades fisicas diferentes do ergosterol, levam a
formacdo da membrana com propriedades fisicas alteradas, as quais ndo sdo capazes de
desempenhar as funcdes basicas necessarias ao desenvolvimento fungico ( BERGOLD ;
GEORGIADIS, 2004).

A classe dos polienos incluem trés compostos principais: natamicina, nistatina e
anfotericina B e suas formulacdes lipidicas (GARNACHO-MONTERO & JIMENEZ
PARRILLA, 2011). Os polienos se ligam a uma por¢do esterol, basicamente ergosterol,
presente na membrana de fungos sensiveis. Esta ligacdo forma canais na membrana celular,
alterando a sua permeabilidade e produzindo extravasamento de ions de sodio, potassio e
hidrogénio, causando a morte do fungo. (THOMPSON, 2002; CARRILLO-MUNOZ et. al.,
2004). E ainda, interage com o colesterol na membrana celular humana, o que provavelmente
confere seus efeitos toxicos que frequentemente obrigam a interrupcdo do tratamento
(PAUW, 2000).

As equinocandinas representadas pela caspofungina, micafungina e anidulafungina séo
lipopeptideos que surgem como as novas classes de substancias que tém como alvo a parede
da célula fungica. Elas inibem a B-1,3-glucan sintase, que é responsavel pela biossintese da
parede celular do fungo, e assim capazes de destrui-la (PERLIN, 2007).

Outro agente antifungico € a flucitosina (5-FC), que é um analogo da pirimidina

hidrossoluvel relacionado ao agente quimioterapico fluorouracil (5-FU). A flucitosina causa
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inibicdo da sintese de DNA (&cido desoxirribonucleico) e de RNA (acido ribonucleico),
respectivamente, ap0s ser captada pelas células fungicas através da enzima citosina permease,
que no interior da celula é convertida em inicialmente em 5-FU e posteriormente em 5-
fluorodesoxiuridina monofosfato (F-dUMP) e fluorouridina trifosfato (FUTP). Todos os
fungos sensiveis sdo capazes de desaminar a 5-FC em 5-FU, mas as células humanas ndo séo
capazes de converter a flucitosina em fluorouracila (PAUW, 2000; BERGOLD;
GEORGIADIS, 2004; KATZUNG, 2006).

As alilaminas, representadas pela naftifina, terbinafina e butenafina, interferem na
biossintese do ergosterol, como 0s azois, contudo agem sobre o lanosterol, que é percursor do
ergosterol. Elas atuam inibindo a enzima fungica esqualeno epoxidase (ErgA) envolvida na
sintese do lanosterol (OSBORNE et. al., 2006).

Comparado a outros patdgenos, os fungos possuem estruturas celulares similares a dos
seres humanos, o que limita o escopo de descoberta e desenvolvimento de medicamentos,
tendo em vista que um antifungico ideal deveria ter atividade fungicida e ndo causar
toxicidade ao hospedeiro. Além disso, é cada vez maior a resisténcia aos farmacos
antifungicos existentes asism como a problemética do aumento da méa resposta terapéutica,
associadas a recidivas que se seguem a interupcdo da terapia antifungicas (PERES et. al.,
2010; BROWN et al, 2012). Em virtude disso, este trabalho justifica-se pela importancia da
avaliagdo in vitro de novas naftoquinonas, visando o desenvolvimento de novos farmacos
antifngicos, bem como a avaliagdo do possivel mecanismo de acao e a abertura para futuros

trabalhos in vivo.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Investigar a atividade antifingica de novas naftoquinonas semissintéticas.

3.2 Especificos

3.2.1 Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das novas naftoquinonas
semissintéticas frente a leveduras oportunistas, dermatéfitos e fungos filamentosos
oportunistas.

3.3.2 Avaliar a interferéncia de uma naftoquinona selecionada na parede celular,

ergosterol de membrana e membrana celular de cepa de C. albicans ATCC 36232.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Modelo de estudo

Estudo experimental laboratorial que investigou a atividade antifingica de novas
naftoquinonas semissintéticas.

4.2 Universo de estudo

4.2.1 Naftoquinonas semissintéticas

As naftoquinonas que foram analisadas no presente trabalho séo identificadas como de
IVS320 (1H-cyclopenta[b]naphtho[2,3-d]furan-5,10(3aH,10bH)-dione) ; IVS 322 (6b,7-
dihydro-5H-cyclopenta[b]naphtho[2,1-d]furan-5,6(9aH)-dione); Nor-a-lapachona (2,2-
dimetil-2,3-di-hidro-nafto[2,3-b]furan-4,9-diona) e Nor-B-lapachona (2,2-dimetil-2,3di-
hidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona) (Figura 6). As quais foram sintetizadas por metodologia
prépria, pelo grupo de pesquisa do Doutor Vitor Francisco Ferreira do Departamento de
Quimica Organica da Universidade Federal Fluminense-UFF, a partir da lausona, isoladas e

caracterizadas por métodos cromatograficos e espectroscopicos.
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FIGURA 6: Estruturas quimicas das quatro naftoquinonas semissintéticas utilizadas nos
bioensaios. A) 1VS320 (1H-cyclopenta[b]naphtho[2,3-d]furan-5,10(3aH,10bH)-dione) ; B)
IVS 322 -6b,7-dihydro-5H-cyclopenta[b]naphtho[2,1-d]furan-5,6(9aH)-dione) C) Nor-o-
lapachona (2,2-dimetil-2,3-di-hidro-nafto[2,3-b]furan-4,9-diona) e D)  Nor-p-lapachona
(2,2dimetil-2,3di-hidro-nafto[1,2-b]furan-4,5-diona)
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4.2.2 Substancias antifungica padrao:

O antifungico cetoconazol, e anfotericina B (Sigma) foram diluidos conforme
especificado no protocolo M27-A2 do CLSI, 2002. O cetoconazol foi diluido em agua esteril
e a anfotericina B foi dissolvida em (DMSO, 0,5%) para preparo das solucdes estoque
2mg/mL. Apds as diluicdes, obtivemos as concentracfes finais de 64; 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5;

0,25 ¢ 0,125ug/mL em RPMI.

4.2.3 Culturas de fungos:

Foram testadas 29 culturas de leveduras oportunistas, 40 de fungos filamentosos e 20
de fungos filamentosos oportunistas de isolados clinicos pertencentes a Colecdo de
Microrganismos do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia- INPA e ainda uma cepa

ATCC (American Type Culture Collection) (Tabela 4).

4.3 Procedimentos

O presente trabalho de pesquisa possui como fluxo de atividades representados na
Figura 7 foram realizados ensaios para determinacdo da CIM das Naftoguinonas e em seguida
foram realizados ensaios preliminares dos mecanismo de acdo antifungico da 1vVS320, por

ser 0 composto que apresentou melhor atividade antifungica



Tabela 4 — Microrganismos pertencentes a cole¢do do INPA e padrdo ATCC utilizados
nos bioensaios.

Grupo de Espécies (n) Caddigo das Linhagens
organismos

Candida albicans ATCC 36232

(n=01)
Candida albicans 56/04; 377/06; 839/10; 113/01; 07/10; 143/05; 62/08;
(n=10) 100/04; 322/05; E2/09

Candida parapsilosis U.1068/08; U.968/07; U.784/07; U.1047/08; 248/95;
Leveduras (n=10) U1059/08; U864/07; U840/08; U1018/08

oportunistas

Candida glabrata U52; 87/10; U40/06; U332/02; 59/08; U200/05; 40/01,;

(=10) 67/03; U44/02; U876/06
Criptococcos 12/98; 81/08; WM 148/10; WM626/10; WM628/10;
neoformans WM629/10
(n=05)
Criptococcos gattii WM 161/10; WM178/10; WM179/10; WM 779/10
(n=04)
Dermatdfitos Microsporum canis T capt 93/02; Tcapt 178/04; D42/04; Tcapt 794/05;
(n=10) U233/05; PV 78/02; Tcapt 209/03; Tcapt274/; 88; Tcapt
215/03
Trichophyton rubrum U80/99; U548; U656; U1185; U819; U1077; U855;
(n=10) Tpl13; Tp269; Tcorpl8
Trichophyton tousurans  T. capt 300/08; U763/06; U763/06; U654/06; T corp
(n=10) 327/03; U1113/09; T corp 07; U68; U104; Tp 10 Tp42
Microsporum gypseum  Tcorp 66/99; U1197/08; 680/07; 91/94; Tcorp 401/07,;
(n=10) Tcorp 8/10; T corp 56/99; Tcorp 494/08; T corp 282/02
Aspergillus spp U72/05; U841/08; U896/08; U918/08; U1124/10;
oportunistas i
Fusarium spp U1048/08; U37/10; U57/10; U998/08; U1028/08;
(n=10) U500/04; U1012/08; U557/04; U1128/09; U1118

U= unha; T capt = tinea capitis; Tcorp= tinea corporis; Tp= tinea pedis.
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Figura 7. Fluxo das atividades realizadas no trabalho.
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4.3.1 Determinacédo da Concentracéo Inibitéria Minima

4.3.1.1 Obtencéo dos in6culos

Dos subcultivos das leveduras oportunistas em meio Agar Sabouraud Dextrose (24
horas para espécies de Candida ou de 48 horas para espécies de Cryptococcos) foram
escolhidas cinco coldnias com didametro de aproximadamente 1mm que foram suspensas em 5
mL de solucdo salina estéril a 0,85% para contagem de células em cadmara de Neubauer. A
partir desta suspensao-padrdo o nimero de células foi ajustado e diluido com meio liquido
RPMI-1640, obtendo um inéculo com concentracdo final de 2,5 x10° CFU/mL,conforme o
documento M27-A2 do CLSI( 2002).

Os indculos dos dermatdfitos foram obtidos a partir de subcultivos de Trichophyton
tonsurans, Trichophyton rubrum, Microsporum gypseum e Microsporum canis,
Epidermophyton flocosum com 15 dias. O preparo foi realizado conforme o documento M38-
A do CLSI( 2002), descrito para os fungos filamentosos oportunistas com modificacGes e foi
obtida uma suspenséo de esporos em meio de cultura RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) com e
2,5x10° células/mL (GUARRO et. al., 2001).

Os fungos filamentosos oportunistas (Aspergillus spp e Fusarium spp) foram
subcultivados em meio Sabouraud dextrose solido. Ap6s sete dias de desenvolvimento, as
colbnias foram cobertas com aproximadamente 1mL de solucdo salina estéril a 0,85%, e
desprendidas delicadamente, gerando uma suspensao contendo conidios e fragmentos de
hifas. Essa suspensdo foi transferida para um tubo estéril contendo 4 mL de solucdo salina,
homogeneizada em agitador de tubos (vortex) por 15 segundos e da qual fez-se a leitura em
camara de neubauer. A quantidade de células foi ajustada, com o intuito de obter um inéculo
com concentracdo final de 2,5 x10* CFU/mL, diluido em meio liquido RPMI-1640 (Sigma-

Aldrich) conforme documento M38-A do CLSI, 2002.
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4.3.1.2 Teste de sensibilidade antifungica

Foi realizado seguindo os documentos MZ27-A2 (teste de suscetibilidade para
leveduras) e M38-A (teste de susceptibilidade para fungos filamentosos) sugerido pelo
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards), agora denominado CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute)

Os testes foram realizados em placas de microtitulacdo de 96 pocos (Figura 8), com
fundo plano, distribuidos em oito fileiras horizontais (A-H) e doze colunas verticais (1-12),
ensaiando dez concentragfes das substancias que foram estudadas. Foram adicionadas
aliquotas de 100uL de meio liquido RPMI 1640 em todos os pogos com uma pipeta
multicanal. Em seguida foram adicionados aos po¢os na primeira coluna de A-H 100 uL da
concentracdo mais alta das naftoquinonas (diluidas em 0,5% de DMSO) e do cetoconazol
(200 pg/mL das naftoquinonas e 64 pg/mL cetoconazol). Na sequéncia foram realizadas
diluicBes sucessivas até a coluna dez da placa de microdilui¢do, desprezando-se os Ultimos
100 pL da solugédo de dilui¢ao. Em seguida, foram adicionados 100 ul de in6culo do fungo ja
preparado em cada pogo, da primeira a décima primeira coluna. As outras duas colunas foram
destinadas a controles internos de qualidade, sendo a coluna 11(onze) o controle no qual foi
comprovado o crescimento de cada amostra do fungo e a coluna 12 (doze) destinada ao
controle de esterilidade do meio usado na reacdo. As placas foram tampadas e incubadas a
35°C por 24 horas para Leveduras, de 24 a 48 horas para filamentosos oportunistas e de 5 a 6
dias para filamentosos dermatofitos.

4.3.1.3 Leitura dos resultados

ApOs esta etapa foi realizada a leitura macroscopica (visualmente) da placa sendo a
CIM determinada como 0 pogo com crescimento menor que 50% do crescimento do poco
controle. O mesmo procedimento foi realizado com as cepas controle, com CIM pré-

conhecidas para cada experimento realizado, para a validacdo dos resultados obtidos nas
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amostras. Para cada placa de 96 pocos foram testadas uma cepa de fungo e quatro

naftoquinonas, sendo realizada uma placa de antifungico padrédo separadamente.

Controle de
esterilidade

CONCENTRAQDES DECRESCENTES DAS NAFTOQUINONAS do meio

ws320
IVS322 4
‘ Controlede
cressimento do
noculo

Figura 8: Microplaca de 96 pocos com esquema em que foi realizado o ensaio antiflngico.

4.3.2 Ensaios preliminares dos mecanismos de ac¢éo

4.3.2.1 Ensaio protecédo do sorbitol

Com o objetivo de avaliar a interferéncia das naftoquinonas na formacdo da parede
celular fangica foi avaliada a influéncia do sorbitol, que é um osmoprotetor, no crescimento
de uma levedura oportunista. Valores de CIM foram determinados utilizando C. albicans
ATCC 36232, pelo procedimento de microdiluigéo padréo descrito acima. Foram preparadas
placas em duplicata: uma delas contendo dilui¢cdes de IVS 320 com concentragdes finais de
substéncia variando de 100-0,2 pg/mL e a outra contendo 1VS320, nas mesmas

concentragdes, mais 0,8M de sorbitol, em cada poco, como suporte osmotico. Apos incubacao
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a 35 ° C, as CIM foram lidas em 24 h. Este ensaio foi realizado em duplicada e os valores

médios geométricos foram calculados (FROST et. al., 1995).

4.3.2.2 Ensaio do efeito ergosterol

A CIM de 1VS320 frente a C. albicans (ATCC 36232) foi determinada seguindo as
diretrizes do CLSI M27-A2 (2002), como explicado anteriormente, na auséncia e na presenca
de diferentes (200-800 pg/mL) concentragdes de ergosterol (Sigma Chemical Co. )
adicionado ao meio de ensaio, em linhas diferentes da mesma placa. A anfotericina B foi
usada como substancia controle. A CIM foi lida as 24 h de acordo com o controle do

crescimento de fungos (LUNDES et. al., 2000).

4.3.2.3 Ensaio do efluxo de potassio

Com o objetivo de avaliar a acdo das naftoquinonas nas trocas iénicas celulares foi
utilizado o ensaio descrito por Hao et. al (2009). O ensaio foi realizado com C. albicans
(ATCC 36232), na CIM que a 1VS320 apresentou atividade. As suspensdes de C.albicans
(2,5x10° células/ mL) em 1 mL de agua deionizada foram incubadas em tubos de ensaios
juntamente com a 1VS320 (50ug/ mL ) a 35°C, em diferentes tempos (0, 2, 3 e 4 horas). Ap6s
a incubacao, as suspensodes de células foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 10 minutos e
0s sobrenadantes foram separados e realizado a leitura em fotdmetro de absorcdo atémica
(Sprectr AA 2380, PERKIN-ELMER). A quantidade de K" liberado foi mensurada e
comparada com cultura controle (auséncia da naftoquinona). O procedimento foi realizado em

triplicata.
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4.3.2.4 Ensaio de extravasamento de substancias que absorvem a 260 nm

Células de C. albicans (ATCC 36232) foram cultivadas por agitacdo a 35 ° C ate a
fase estacionaria precoce (18 horas de crescimento). Apds Incubacdo foram lavadas e
resuspendidas com MOPS a 0,16M, pH 7,0). (Sigma-Aldrich) para preparar os inoculos
(TANG, et al., 2008; CARRASCO, et al., 2012) . Eppendorfs (volume final 500 ul) contendo
indculos (5 x 10* células/mL) e a IVS320, em 1 x, 4x CIM foram deixados de 1 a 6 h. As 1, 2,
4, e 6 horas, eppendorfs foram centrifugados (5 min a 3000 rpm), e os sobrenadantes (100 uL)
foram diluidos 10 vezes. Os materiais extraiveis de 260 nm de absorcdo foram determinados
em duplicado( Gene Quant DNA/RNA). Considerando-se 100% de libertacdo a absorbancia
produzida pelas células tratadas com 1,2 mol/ L de HCIO4a 100 ° C, 30 min (CARRASCO, et

al., 2012).
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5. RESULTADOS

Os resultados da presente dissertacdo foram apresentados em forma de um artigo no

formato do jornal Annals Clinical Microbiology and Antimicrobials.
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Resumo

Introducdo: O aumento das infecgdes fungicas, os efeitos adversos e a resisténcia aos
antifangicos atualmente utilizados, estimulam novos estudos em busca de melhores agentes
antifingicos. Nesse contexto, as naftoquinonas sdo amplamente estudadas por possuir varias
atividades bioldgicas, dentre elas antifungica. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antifungica de novas naftoquinonas semissintéticas frente a fungos oportunistas/dermatofitos
e avaliar a interferéncia de uma naftoquinona selecionada na formacdo da parede celular,
ergosterol de membrana e membrana celular de cepa de Candida albicans (ATCC 36232).
Métodos: A atividade antifungica de quatro novas naftoquinonas semissintéticas foi avaliada
frente a 89 culturas pertencentes a cole¢cdo de microrganismos do Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazénia (INPA), incluindo leveduras oportunistas, agentes de dermatofitoses e
fungos filamentosos oportunistas. O ensaio de determinacdo da Concentracdo inibitdria
minima (CIM) foi realizado como descrito pela CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) nos documentos M27-A2 e M38-A/CLSI,2002. A substancia que apresentou melhor
atividade foi avaliada quanto a acdo na parede celular (ensaio sorbitol) e a interferéncia na
membrana associada & interagdo com ergosterol, ao equilibrio osmético (efluxo de K*) e a um
ensaio de extravazamento de substancias que absorvem a 260 nm. Resultados: Todas as
novas naftoquinonas testadas exibiram atividade antifingica, sendo que a IVS320 (1H-
cyclopenta[b]naphtho[2,3-d]furan-5,10(3aH,10bH)-dione) apresentou as menores CIMs frente
as espécies testadas. A CIM de V320 foi particularmente baixas para dermatofitos, com
médias de CIM variando de 5-28 pg/mL e frente aos isolados do género Cryptococcus spp.
médias de CIM variaram de 3-5 pg/mL. Por isso, foi submetida a ensaios preliminares de
mecanismo de acdo. Nesses ensaios, a 1VS320 ndo causou alteracdo na parede celular do
fungo, mas causou problemas na permeabilidade da membrana celular (efluxo de K* e
extravasamento de substancias que absorvem a 260nm), ndo relacionados a ligacdo com o
ergosterol da membrana.

Palavras Chaves: naftoquinonas, atividade antifingica, mecanismo de acao.



43

1. INTRODUCAO

O aumento recente da incidéncia das infec¢des fangicas é devido ao crescente nimero
de pacientes imunocomprometidos, tais como os infectados com HIV e submetidos a
transplantes de 6rgdos ou a quimioterapia, uma vez que sdo mais suscetiveis as infec¢des por
fungos oportunistas [1]. Embora existam agentes antifingicos eficazes atualmente
disponiveis, eles causam efeitos indesejaveis como toxicidade, interagdes medicamentosas
com outras substancias e insuficientes propriedades farmacocinéticas, além do
desenvolvimento de resisténcia [2]. Portanto, é importante a busca e o desenvolvimento de
novos agentes antifingicos de amplo espectro mais seguros e mais potentes.

Entre as substancias naturais, as naftoquinonas (encontradas em bactérias, fungos,
animais e principalmente em vegetais) tém despertado interesse nos ultimos anos, ndo sé
devido a sua importancia nos processos bioquimicos vitais, como também por apresentarem
varias atividades bioldgicas conhecidas, como atividade antitumoral, antibacteriana e antiviral
[3]. Umas séries de estudos também demonstraram que os derivados de naftoquinonas
apresentam atividade antifungica [4,5]. Entre esses, um relatou a sintese, a partir da lausona,
de quatro substancias que apresentaram atividade antifngica frente a seis espécies de
Candida, isoladas da cavidade oral de pacientes com proteses removiveis [6].

Neste traballho, a atividade antifingica dos compostos 2,2-dimetil-2,3-di-hidro-
nafto[2,3-b]furan-4,9-diona, 2,2-dimetil-2,3-di-hidro-nafto[1,2-b]furan-4,5-diona, 1H-
cyclopenta[b]naphtho[2,3-d]furan-5,10(3aH,10bH)-dione e (6b,7-dihidro-5H-
cyclopenta[b]naphtho[2,1-d]furan-5,6(9aH)-dione foi avaliada frente 89 culturas flngicas,
sendo 29 de leveduras oportunistas, 40 fungos filamentosos e 20 de filamentos oportunistas e
dermatofitos. O composto que apresentou-se como melhor antifingico teve o seu mecanismo

de acdo investigado frente a cepa Candida abicans ATCC 36232

2- MATERIAIS E METODOS

Naftoquinonas

Os compostos utilizados no presente trabalho foram as naftoquinonas 1VS320 (1H-
cyclopenta[b]naphtho[2,3-d]furan-5,10(3aH,10bH)-dione) ; IVS 322 (6b,7-di-hidro-5H-
cyclopenta[b]naphtho[2,1-d]furan-5,6(9aH)-dione), Nor-a-lapachona  (2,2-dimetil-2,3-di-
hidro-nafto[2,3-b]furan-4,9-diona) e Nor-p-lapachona (2,2-dimetil-2,3-di-hidro-nafto[1,2-
b]furan-4,5-diona), as quais foram sintetizados pelo grupo de pesquisa de Desenvolvimento

de Métodos e Moleculas Biologicamente Ativas em Sintese Orgénica do Departamento de
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Quimica Organica da Universidade Federal Fluminense-UFF, como descrito por Freire et al.
[6]. Uma solucdo de estoque (2 mg/mL) de cada substancia foi preparada e, em seguida,
diluiu-se em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) para se obter as concentragdes necessarias

para 0s ensaios.

Isolados clinicos e cepa de referéncia

Foram utilizadas nesse estudo 89 culturas (Tabela 1) pertencentes & Colecdo de
Microrganismos do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazo6nia- INPA. Essas estavam sendo
preservadas em oOleo mineral. Foram realizados subcultivos em meio Sabouraud para
assegurar a sua pureza e viabilidade até que o teste fosse realizado. Uma cultura American
Type Culture Colecdo (ATCC) C. albicans (36232) foi utilizada como controle nos testes de

susceptibilidade e como principal microrganismo nos ensaios de mecanismo de acao.

Tabela 1 — Microrganismos pertencentes a cole¢do do INPA e padrdo ATCC utilizados
nos bioensaios.

Grupo de Espécies (n) Cédigo das Linhagens
organismos
Candida albicans ATCC 36232
(n=01)
Candida albicans 56/04; 377/06; 839/10; 113/01; 07/10; 143/05; 62/08;
(n=10) 100/04; 322/05; E2/09
Candida parapsilosis U.1068; U.968/07; U.784/78; U.1047/08; 248/95;
(n=10) U1059/08; U864/07; U840; U1018/08
Leveduras
oportunistas Candida glabrata U52; 87/10; U40/06; U332/02; 59/08; U200/05; 40/01;
(=10) 67/03; U44/02; U876/06
Criptococcos neoformans ~ 12/98; 81/78; WM 148/10; WM626/10; WM628/10;
(n=05) WM629/10
Criptococcos gattii WM 161/10; WM178/10; WM179/10; WM 779/10
(n=04)
Dermatdfitos Microsporum canis T capt 93/02; Tcapt 178/04; D42/04; Tcapt 794/05;
(n=10) U233/05; PV 78/02; Tcapt 209/03; Tcapt274/; 88; Tcapt
215/03

Trichophyton rubrum U80/99; U548; U656; U1185; U819; U1077; U855;
(n=10) Tpl3; Tp269; Tcorpl8

Trichophyton tousurans ~ T. capt 300/08; U763/06; U763/06; U654/06; T corp
(n=10) 327/03; U1113/09; T copr 07; U68; U104; Tp 10 Tp42

Microsporum gypseum Tcorp 66/99; U1197/08; 680/07; 91/94; Tcorp 401/07;
(n=10) Tcorp 8/10; T corp 56/99; Tcorp 494/08; T corp 282/02;
Tcorp 467/08
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Aspergillus spp U72; U841; UB96; U918; Ul124; Tp465; T corp 17;
Filamentosos (n:10) P640, PV672, p218
oportunistas _
Fusarium spp U1048/08; U37/10; U57/10; U998/08; U1028/08;
(n=10) U500/04; U1012/08; U557/04; U1128/09; U1118

Ensaio de Atividade antifungica

Os ensaios para determinagcdo das Concentra¢Bes Inibitdrias Minimas (CIM) foram
realizados pelo método de microdiluicdo em caldo, como descrito pela CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute), nos documentos M27-A2/CLSI [7] e M38-A [8].
Resumidamente, em microplacas de 96 pocos, foram colocados 100 pl de solucdo das
substancias avaliadas diluidas em caldo padrdo RPMI 1640, as concentracdes finais das
substancias variaram de 100-0,2 pg/mL (naftoquinonas) e 64-0,06 pug/mL (cetoconazol). Em
sequida, foi adicionado 100 pl do inéculo contendo 2,5 x10° células/mL das leveduras
oportunistas ou 2,5 x10° células/mL dos agentes Dermatofitoses ou 2,5 x10* células/mL dos
fungos filamentosos oportunistas. As placas de microdiluigdo foram incubadas a temperatura
ambiente a 35°C, durante 24 a 48 horas (de levedura oportunista), 15 dias (agentes
Dermatofitose) e 3 dias (fungos oportunistas filamentosos). Leitura visual foi realizada apds
24h para leveduras oportunistas, 48 horas para os filamentosos oportunistas e 120h para os
dermatdfitos. A CIM foi definida como a mais baixa concentragdo da substancia que causou
50% de inibicdo de crescimento do microrganismo em compara¢do com o ensaio controle

(realizado sem substancias inibidoras).

Ensaios de Mecanismo de acéo

Foi avaliada a influéncia da naftoquinona 1VS320 (1H-cyclopenta[b]naphtho[2,3-
d]furan-5,10(3aH,10bH)-dione), substancia destacada nos ensaios antifungicos, em alguns dos
possiveis alvos de interagcdo presentes na levedura C. albicans ATCC 36232: a) Parede
celular (ensaio de protecdo do sorbitol), b) ergosterol da membrana plasmatica (ensaio efeito
do ergosterol) e na membrana celular (Ensaio efluxo de K* e extravasamento de substancias

que absorvem a 260 nm).

Ensaio protecéo do sorbitol: Foi determinada a CIM da I1VVS320 frente a C. albicans (ATCC
36232) seguindo as diretrizes da CLSI (100-0,20 pug/mL), na auséncia e na presenca de 0,8 M
de sorbitol (Sigma-Aldrich), substancia utilizada como suporte osmotico. As CIMs foram

determinadas ap6s 24h ap6s incubacdo a 35 °C [ 9,13].
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Ensaio do efeito ergosterol: A CIM de IVS320 frente C. albicans (ATCC 36232) foi
determinada seguindo as diretrizes da CLSI, como previamente descrito, na auséncia e na
presenca de diferentes concentracbes (200-800 pg/mL) de ergosterol (Sigma-Aldrich)
adicionado ao meio de ensaio [10, 13]. A anfotericina B foi usada como substancia padrédo
nesse ensaio. As CIMs foram determinadas ap6s 24h ap6s incubacédo a 35 °C.

Ensaio do efluxo de potassio: As células de C albicans ( ATCC 36232) foram cultivadas por
18 horas, a 35°C em meio RPMI. As células foram lavadas e resuspendidas na concentracéo
de 2,5x10° células/mL em &gua deionizada. Um mililitro desta suspenséo foi incubada com
IVS320 na concentracdo da CIM (50ug/mL) em tubos de ensaio a 35°C para varios tempos
[11]. Células de C. albicans incubadas somente com agua deionizada foram usadas como
controle. Apds centrifugacdo a quantidade de K™ liberada no sobrenadante foi mensurada em
espectrofotdbmetro de absorcdo atomica (Sprectr AA 2380, PERKIN-ELMER).

Ensaio de extravasamento de substancias que absorvem a 260 nm

Células de C. albicans (ATCC 36232) foram cultivadas por agitacdo a 35°C até a fase
estacionaria precoce (18 horas de crescimento) em meio RPMI. Apos incubacdo, essas foram
lavadas e re-suspendidas em tampdo MOPS (0,16M, pH 7,0) [12, 13]. Microtubos (volume
final 500 pl) contendo os indculos (5 x 10* células /mL) e a 1VS320, em 1 x e 4x a CIM
foram incubados por 6 h. Apds 1, 2, 4, e 6 h de incubacgdo, microtubos foram centrifugados (5
min a 3000 rpm) e os sobrenadantes (100 uL) foram lidos a 260 nm (Gene Quant DNA/RNA-
Eppendorf). Nesse ensaio, foi considerado 100% de extravasamento a absorbancia produzida
pelas células tratadas com HCIO,4 (1,2 M, 100 ° C, 30 min) [13].

3. RESULTADOS

3.1 Atividade antifingica das novas naftoquinonas

Com o intuito investigar o potencial antifingico de novas naftoquinonas
semissintéticas, foram determinadas as suas CIMs frente a 89 culturas de fungos, entre
leveduras oportunistas, dermatodfitos e fungos filamentosos oportunistas (Tabela 1). A
substéncia 1VS320 (1H-cyclopenta[b]naphtho[2,3-d]furan-5,10(3aH,10bH)-dione) apresentou
as menores CIMs frente todas as culturas testadas e foi especialmente ativa frente a

dermatofitos e leveduras do género Cryptococcus (Tabela 2). Frente aos dermatdfitos,
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apresentou médias de CIM variando de 5-28 pg/mL e frente a Cryptococcus spp. as médias da

CIM variaram de 3-5 pg/mL.

Tabela 2. Concentracdo inibitéria minima (CIM) das novas naftoquinonas frente aos
diferentes espécies avaliadas. Média geométrica e intervalo foram descritos para cada grupo

de culturas de espécies de fungos frente aos compostos avaliados.

Grupo de Culturas Nor-a Nor-p 1VS320 1S322 Cetoconazol

microrganismos (n=89) Concentracio Inibitéria Minima (CIM) pg/ mL

MG Inter. MG Inter. MG Inter. MG Inter. MG Inter.

Leveduras C. albicans 66 63-100 86 63-100 35  3.1-50 78  6,3-100 1 0,125-2

Oportunistas (n=10)

C. parapsilosis 50 - 75 25-100 25 @ 13-50 86  25-100 0,06 -
(n=10)
C.neoformans 15  12.5-50 100 100 5 156-6,25 56  25-50 - -
(n=05)
C. gattii 25 125-50 100 100 3 156-6.25 44  25-50 - -
(n=04)

Dermatéfitos T. rubrum 16  6.3-25 19 6.3-100 5 33125 10 6325 29 264
(n=10)
M. canis 43 25-50 30 125-100 8 31-125 24 3,1-100 5 1-16
(n=10)

M. gypseum 78 50-100 67  25-100 28 12,550 122 50-200 5 2-8

(n=10)

T. tonsurans 35 12,5-50 34 6.3-200 8 3,11-25 38 25-50 1 0,5-4

(n=10)

Filamentosos Fusariumsp. 117 50-200 67 25-100 36  25-50 103 50-200 6 1-16

Oportunistas (n=10)

Aspergillussp. 90  50-100 75  50-100 33  6,3-50 85 50-100 32  4-64

(n=10)

MG= média geométrica; Inter= Intervalo; - = Ensaio ndo realizado; n= nimero de diferentes isolados
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3.2 Ensaios de investigacdo do mecanismo de agdo da 1VVS320 frente a C. albicans ATCC
36232

Acdo na parede celular

O ensaio conhecido como “Protecdo do Sorbitol” foi realizado para determinar a
existéncia de influéncia da I1\VVS 320 sobre a integridade da parede celular de fungos [9]. Neste
ensaio, as determinacbes da CIM da IVS320 frente C. albicans ATCC 36232 foram
realizadas, em paralelo, na presenca e auséncia de sorbitol (0,8 M), um protetor osmotico
utilizado para a estabilizacdo de protoplastos fungicos. Entende-se que um composto que
interfere negativamente na parede celular do fungo deslocarad a CIM para um valor mais
elevado, na presenca do suporte osmotico [9]. A CIM de 1VS320 ndo variou na presenca de
sorbitol (50 pg/mL), ap6s 72 horas de incubacdo, o que sugere que VS 320 ndo atua através

da inibicdo dos mecanismos que controlam a sintese ou a existéncia da parede celular.

Acdao sobre o ergosterol

Para determinar se a IVS 320 causava alteracGes na membrana fungica, pela interacéo
com ergosterol, foi realizado o “Ensaio do Ergosterol”. Este ensaio identificava se um
composto atuava ligando-se ao ergosterol da membrana dos fungos e fundamentava-se no
fornecimento de ergosterol exdgeno. Um composto que possui afinidade pelo ergosterol
forma complexos rapidamente com o ergosterol livre, evitando assim que ocorra a
complexacdo com o ergosterol da membrana fungica. Como consequéncia, ocorre um
aumento da CIM. Os resultados mostraram (Fig. 2) que a CIM da IVS320 frente a células de
C. albicans ATCC 36232 permaneceu inalterada na presenca de diferentes concentracoes
(200 a 800 pg/mL) de ergosterol exdgeno. Sugerindo, portanto, que esta naftoquinona nédo
atua interagindo com o ergosterol. Em contraste, observou-se um aumento de 4 x da CIM da
anfotericina B, substancia padrdo usada nesse ensaio, uma vez que essa possui uma forte

afinidade pelo ergosterol [14].
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Figura 2. Efeito do ergosterol exdgeno (200-800 pg/mL) sobre a CIM de IVS320 e
anfotericina B frente a C. albicans ATCC 36232. Sobre 0 "y" eix0: 1 =1 x CIM, 2 =2 x
CIM, 3=3 x CIM, 4 =4 x CIM.

Acdo sobre o efluxo de potéssio

O ensaio do “Efluxo de potassio” foi realizado com o objetivo de avaliar se o composto
IVS320 interferia no equilibrio osmético das células de C. albicans (ATCC 36232). Esse
ensaio se fundamentou no conhecimento de que a membrana celular é responséavel pela
manutencdo do K" intracelular. Na Fig. 3 pode ser observado que houve efluxo de K* das
células C. albicans (ATCC 36232) para 0 meio extracelular quando tratadas com 1VS320,
enquanto que, a concentracdo extracelular de K* da cultura controle permaneceu constante
durante a incubac&o (Fig.2). O curso de tempo associado com o efluxo K* de Candida indicou
que a permeabilidade da membrana fungica aumentou até 4h.
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Figura 3. Efeito da 1\VS320 no efluxo de K* das células de C. albicans ATCC 36232.

Extravasamento de substancias que absorvem a 260 nm

Um ensaio adicional, o "Ensaio de extravazamento de substancias que absorvem a 260 nm"
foi realizado para avaliar se 0 composto 1VS320 produzia interferéncias na membrana de C.
albicans ATCC 36232. Este ensaio se fundamentou no conhecimento de que a ruptura da
membrana faz com que haja a libertagdo/extravazamento de componentes intracelulares da
célula fangica. Entre os componentes que podem extravazar, os nucleotidos podem ser
monitorados por serem compostos que exibem uma forte absorbancia no comprimento de
onda de 260 nm. IVS320 (1 x CIM e 4 x CIM)) foi adicionado a suspensdes de células de C.
albicans e as amostras foram examinadas em varios intervalos de tempo (1, 2, 4 e 6 h). Os
resultados mostraram (Fig. 4) que a 1x CIM da IVS320 causou aumentos de 6, 9, 17 e 21 %
em OD260nm em 1, 2, 4 e 6 h, em relacdo ao acido perclorico, que é considerado por
produzir 100% de extravazamento celular. Por sua vez, a concentragdo de 4xCIM causou um
aumento de 2,6 X no extravazamento de nucleotideos, produzindo extravazamentos de 14, 25,

42 e 61%, nos mesmos intervalos.
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Figura 4- Extravazamento de substancias que absorvem a 260 nm a partir de células de C. albicans
ATCC 36232 incubado (1-6 h) com 1x e 4x a CIM de IVS320 .

4. DISCUSSAO

A estrutura 1,4-naftoquinona é comum em Vvarios produtos naturais e estd associada
com a atividade antiflngica. Trabalhos prévios ja haviam demonstrado o potencial dessa
classe de substancias. Entre esses, o trabalho de Sassaki et al. [15] avaliou a atividade
antifangica de derivados da estrutura 1,4-naftoquinonas e obtiveram valores de CIM de 8
pg/mL e 16 pg/mL frente a culturas de Candida albicans e Candida parapsilosis,
respectivamente. Estudos sobre modificacOes estruturais e a relagdo estrutura/atividade de
1,4-naftoquinona foram realizados por Sheng et al. [5], esses evidenciaram que a introducéao
de cadeias laterais contendo enxofre, oxigénio ou um atomo de nitrogénio na posicéo C, e/ou
Cs de 1,4-naftoquinona conduziram ao aumento da atividade antiflngica. Esses pesquisadores
observaram que, apo0s avaliacdo da atividade de dezessete compostos com introducdo de
diferentes cadeias laterais, trés compostos apresentaram ampla atividade antifingica e um
desses [2-cloro-3-(4-hidroxifenilamino)-naftalrno-1,4-dione] apresentou CIM de 3,12; 1,56
pg/mL e 0,78 pg/mL frente a Aspergillus fumigatus, C. albicans e C. neoformans,
respectivamente. O potencial antifingico dos derivados da 1,4-naftoquinona foram
confirmados ainda por Yamashita et al. [16] e Kategaonkar et al. [17].

No presente trabalho, todas as naftoquinonas testadas apresentaram atividade
antifngica. Este resultado corrobora com os de Freire et al [6] que observaram a atividade
inibitdria dessas mesmas substancias frente C. albicans, com destaque para Nor-a-lapachona.

No entanto, os achados de Freire et al [6] necessitavam ser confirmados ensaiando essas
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substancias frente a um nimero maior de isolados de Candida albicans, bem como frente
outras classes de fungos e nesse sentido os resultados do presente estudo demonstram
claramente o potencial desses antifungicos frente a um grande numero de isolados de
diferentes espécies patogénicas.

IVS320 apresentou as menores CIM frente aos Dermatofitos e Cryptococcus spp.
Esses resultados sdo importantes, tendo em vista que este € o primeiro estudo avaliando a
acao antifingica dessa substancia para esses agentes. A importancia de novos medicamentos
para o tratamento das dermatofitoses da-se pelo fato de que essa classe de doenca afeta
aproximadamente 40% da populacdo mundial, pelo pequeno nimero de farmacos disponiveis
para o0 seu tratamento, pelos efeitos adversos causados pelos azois e alilaminas no trato
grastointestinal e pela frequente reicidiva [18,19 ]. Quanto a criptococose, a anfotericina B e a
flucitosina sdo amplamente utilizadas para o seu tratamento, no entanto, é bem descrita a
toxicidade e falha terapeutica dessas substancias [20].

Devido a naftoquinona IVS 320 ter apresentado bons resultados, essa foi selecionada
para os ensaios de avaliacdo do mecanismo de acdo antifungico. A selecdo da cepa de
Candida albicans (ATCC 36232) foi devido a importancia que essa espécie possui na
epidemiologia das infecgdes fungicas e por tornar o presente trabalho facilmente reproduzivel,
por ser tratar de um microrganismo ATCC [21].

A 1VS320 ndo causou alteragdo na parede celular do fungo, mas causou alteragdes na
permeabilidade da membrana celular (efluxo de K e extravasamento de substancias que
absorvem a 260nm), ndo relacionada a ligacdo com o ergosterol. Esses resultados sdo
semelhantes aos obtidos por Emadi et al [22] que avaliaram o possivel mecanismo de acdo de
binaftoquinonas e chegaram a conclusdo que essas substancias causam despolarizacéo
namembrana.

O ergosterol da membrana e a parede celular fangica sdo estruturas exclusivas das
células fangicas e sdo os principais alvos para o desenvolvimento de novos antifungicos.
Portanto, a toxicidade de 1VS320 precisa ser extensivamente avaliada frente as ceélulas
humanas. No entanto, resultados indicativos de baixa toxicidade dessa substancia foram
apresentados pelos estudos realizados por Freire et al [6] que demonstraram nenhuma
atividade hemolitica significativa frente a hemacias de camundongos ou citotoxicidade, nas
concentragdes entre 12,5-50 ug/mL, frente a fibroblastos humanos (NIH 3T3) [6].

Os resultados obtidos neste estudo sdo importantes, pois motivam a realizacdo de
estudos in vivo, com foco no desenvolvimento de novos agentes antifungicos como uma

alternativa para o tratamento de dermatofitose e de micoses oportunistas.
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6. CONCLUSOES

e Todas as novas naftoquinonas testadas exibiram atividade antifungica, sendo que a
IVS320 (1H-cyclopenta[b]naphtho[2,3-d]furan-5,10(3aH,10bH)-dione) apresentou as
menores CIMs frente as espécies testadas. A CIM de 1\VV320 foi particularmente baixas
para dermatofitos, com medias de CIM variando de 5-28 pg/mL e frente aos isolados
do género Cryptococcus spp. médias de CIM variaram de 3-5 pg/mL.

e A 1VS320 ndo causou alteracdo na parede celular do fungo, mas causou problemas na
permeabilidade da membrana celular (efluxo de K* e extravasamento de substancias
que absorvem a 260nm), ndo relacionados a ligagcdo com o ergosterol da membrana.
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