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RESUMO

Objetivo: O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antifingica da associagdo
do Aduto de Morita-Baylis-Hillman com drogas sintéticas sobre espécies de Candida.
Métodos: Os ensaios para determinar a Concentracdao Inibitéria Minima (CIM) foram
realizados através da técnica de microdiluicdo e o0s ensaios da associacdo foram
realizados pela técnica de checkerboard.

Resultados: Os adutos de Morita-Baylis-Hillman apresentaram atividade antifungica
frente cepas de Candida albicans e auséncia de atividade contra cepas de Candida nao-
albicans.

Conclusodes: A associacdo do aduto de Morita-Baylis-Hillman com o antifingico sintético
caspofungina mostrou-se sinérgica enquanto a associagdo com a anfotericina B foi
indiferente. O sinergismo é importante devido a busca de novas substancias que venham
incrementar as opgoes de farmacoterapia, ampliando o espectro de acdo de antibidticos.

Palavras-Chave: Candida; Adutos de Morita-Baylis-Hillman; Antifungicos sintéticos.
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate the antifungal activity of the
association of Morita-Baylis-Hillman adduct with synthetic drugs on Candida species.
Methods: Assays to determine Minimum Inhibitory Concentration (MIC) were performed
using the microdilution technique and association assays were performed by the
checkerboard technique.

Results: Morita-Baylis-Hillman adducts showed antifungal activity against Candida
albicans strains and no activity against non-albicans Candida strains.

Conclusions: The association of Morita-Baylis-Hillman adduct with the synthetic
antifungal caspofungin was synergistic while the association with amphotericin B was
indifferent. Synergism is important due to the search for new substances that will
increase pharmacotherapy options, broadening the spectrum of action of antibiotics.

Keywords: Candida; Morita-Baylis-Hillman Adducts; Synthetic Antifungals.

1. Introducgao

Candida spp sdo patégenos comensais e oportunistas na presenca de fatores
predispostos comumente encontrados na microbiota normal, colonizando vagina, boca e
trato gastrintestinal'. Infeccdes causadas por espécies desse género vem crescendo
rapidamente nos ultimos anos, sendo a candidiase uma das micoses oportunistas mais
comuns em todo o mundo, acometendo principalmente individuos imunocomprometidos
e caracterizada pela dificuldade de diagndstico e tratamento*®.

Dentre as infecgOes causadas por este género, a candidiase oral é uma infecgdo
com alta incidéncia e prevaléncia em diferentes populagdes em todo o mundo’. As
infecgbes do trato urinario sdo comumente causadas por Candida albicans, embora a
frequéncia de espécies de Candida nao-albicans, exemplo C. tropicalis, C. glabrata, C.
parapsilosis, que causam essas infeccdes venha aumentando®. Essas espécies também
sdo capazes de causar infecgdes intestinais, de pele e candidemia®.

Os fungos apresentam mecanismos que evitam a sua identificacdo pelo sistema
de defesa do hospedeiro e possibilitam o surgimento da infeccdo, sao eles os fatores de
viruléncia. Esses fatores sdo determinados geneticamente, porém expressos quando em
determinadas condicbes. Dentre os fatores de viruléncia de Candida podemos citar a
producdao de enzimas extracelulares como fosfolipases e proteinases, atividade
hemolitica, capacidade de adesdo, variabilidade genotipica, switching fenotipico,
formacdo de biofilme e polimorfismo que contribuem para sua patogenicidade 71!,

O numero de fungos resistentes a terapia fornecida véem crescendo
significativamente, assim como as infeccdes causadas por estes. Dessa maneira, as
espécies de Candida, vem apresentando resisténcia a antifiungicos como anfotericina B,
anidulafungina, fluconazol e itraconazol*?.

Nos ultimos anos, tem havido um grande esforco na descoberta de novos agentes
eficazes para combater infecgbes fungicas e com baixa toxicidade. Neste sentido, pode-

se destacar estudos com uso de substdncias sintéticas com atividade bioldgica obtidas
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através da reacdo de Morita-Baylis-Hillman, tendo como produto adutos
polifuncionalizados de grande interesse sintéticol**. Adendo a isso, o alto rendimento
reacional € uma caracteristica inerente a essas reacGes, pois € uma transformacdo
quimica com elevada economia de atomos®>®,

Adutos de Morita-Baylis-Hillman sdao moléculas formadas através da condensacgao
de aldeidos ou cetonas na posigdo alfa de uma olefina contendo um grupo retirador de
elétrons, catalisada por uma amina terciaria ou fosfinal’. Varios autores vém utilizando
esses adutos para a sintese de moléculas biologicamente ativas e, além disso, os
proprios e/ou derivados vém apresentando atividades bioldgicas importantes, como
antifingica, bactericida, antiparasitaria, entre outras?®.

Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifiingica de um
aduto de Morita-Baylis-Hillman e do seu derivado acetilado sozinhos, e em combinacdo

com a caspofungina e com a anfotericina B contra espécies de Candida.

2. Métodos

Sintese dos adutos de Morita-Baylis-Hillman

Inicialmente, foi realizada a sintese de 2-((2-cloroquinolina-3-
il)(hidréxi)metil)acrilato de metila (aduto A), através da mistura do 2-cloroquinolina-3-
carboxaldeido (1,0 equiv., 3,6 mmol, 0,70g), DABCO (1,0 equiv., 3,6 mmol, 0,4039g) e
acrilato de metila (20,0 equiv., 70 mmol), ficou sob agitagdo magnética sendo
monitorada por CCDA até parar a evolucao da reacao (48horas) e em seguida evaporou-
se o acrilato de metila em um rotaevaporador. Diluiu-se a mistura reacional em AcOEt e
a fase organica foi lavada com solugdo saturada de NaCl (3x de 25mL). Secou-se sob
Na,S0O, anidro e evaporou-se o solvente. O bruto reacional foi purificado em coluna
cromatografica de silica utilizando como eluente o sistema de eluicdo hexano/AcOEt
(90/10). obtendo-se 0,56g do aduto, na forma de um pé amarelo claro, correspondendo
a um rendimento de 80%'°. IV (KBr, vma): 3537, 3216, 3062, 2992, 2955, 1702, 1619,
1490, 1331, 1138, 1033, 759, 708, 595 cm™. 'H RMN (250 MHz, CDCls): & 3,8 (s, 3H);
5,65 (s, 1H); 6,1 (s, 1H); 6,40 (s, 1H); 7,5 (t, 1H); 7,75 (t, 1H); 7,8 (d, 1H), 8,0 (d,
1H); 8,4 (s, 1H). '3C RMN (62,5 MHz, CDCl5): & 167,06; 149,49; 147,33; 140,42;
137,29; 132,89; 130,81; 128,37, 128,05; 127,97; 127,46; 127,40; 69,45; 52,51.

Posteriormente foi realizada a sintese de 2-(acetdxi(2-cloroquinolin-3-
iDmetil)acrilato de metila (aduto B), foi utilizada a solucdao do aduto sintetizado
anteriormente (1,0 equiv., 1,08 mmol, 0,3 g) em 5 mL CH,Cl,, foram adicionados piridina
(2,3 equiv., 2,48 mmol), quantidade catalitica de DMAP e anidrido acético (4,9 equiv.,

5,29 mmol), a -7°C. A mistura foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura
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ambiente, até o consumo do material de partida (24 horas) e em seguida foram
evaporados a piridina e o diclorometano em um rotaevaporador. Na etapa de extracao,
diluiu-se a mistura reacional em acetato de etila (AcOEt) e lavou-se a fase organica com
solucdo de acido acético a 10% (2x de 20mL) e solugdo de bicarbonato de sédio (2x de
20mL). Secou-se sob Na2S04 anidro e evaporou-se o solvente. O bruto reacional foi
purificado em coluna cromatografica de silica utilizando sistema de eluicdo hexano/AcOEt
(90/10), obtendo-se 0,249g de produto, na forma de um sélido amarelo, correspondendo
a um rendimento de 83%2°. IV (KBr, vmax): 3079, 2949, 1726, 1623, 1435, 1299, 1246,
1153, 1053, 955, 750, 597 cm™*. *H RMN (200MHz, CDCl3): & 2,31 (s, 3H); 3,89 (s, 3H);
5,96 (m, 1H); 6,72 (m,1H); 7,72 (m, 1H); 7,89 (ddd, 1H, J= 1,44; 6,96 e 8,46Hz); 7,97
(m, 1H); 8,17 (m, 1H); 8,28 (s, 1H). *C RMN (50 MHz, CDCl5): d 20,9; 52,4; 70,1;
126,9; 127,5; 127,8; 128,4; 128,6; 129,9; 131,1; 137,6; 37,7; 147,4; 149,9; 165,1;
169,2.

Atividade antimicrobiana

Analisou-se a atividade antifingica dos Adutos de Morita-Baylis-Hillman A e B, e
dos antifungicos caspofungina e anfotericina B. A concentracdo inibitéria minima (CIM)
foi determinada tendo como base o método de microdiluicdo em caldo Sabouraud?!.

A concentragdo do inoculo fungico foi ajustada de acordo com a turbidez do tubo
0,5 da escala McFarland, com aproximadamente 1 - 5 x 10° UFC/mL. O experimento foi
realizado em microplacas estéreis contendo 96 cavidades, nas quais foram testadas
concentracdes dos adutos de Morita-Baylis-Hillman entre 1024 e 16 pg/mL diluidos
seriadamente de 1:2, o experimento foi conduzido com 1 - 5 x 10° UFC/mL em cada
cavidade, onde foram adicionados o micro-oganismo, o caldo Sabouraud e o composto
sintético ou antiflingico. Para solubilizar as substancias foram utilizados agua, tween e
DMSO. Em cada placa foram incluidos controles com tween e DMSO na mesma
concentragdo utilizada na preparagdao das drogas a serem testadas, e o experimento foi
realizado em triplicata.

As microplacas foram incubadas em uma estufa a 37 °C por 48 h com
monitoramento diario. Foi considerada como CIM a menor concentragdo do composto
sintético ou dos antifungicos capaz de inibir o crescimento da levedura. As cepas
utilizadas foram: Candida albicans LM - 178, Candida albicans ATCC - 76485, Candida
albicans LM - 703, Candida albicans ICB 12, Candida albicans ATCC - 76645, Candida
guilliermondii LM-103, Candida tropicalis 10, Candida tropicalis ATCC - 13803, Candida
parapsilosis ATT — 20019, Candida krusei 120.

O ensaio de associacdo do aduto de Morita-Baylis-Hillman (aduto A) com

anfotericina B ou caspofungina foi realizado através do método de Checkerboard com a
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cepa Candida albicans ATCC-76645. Foram associadas varias concentracdoes do aduto A
(CIM x 8, CIM x 4, CIM x 2, CIM, CIM/2, CIM/4, CIM/8) com diferentes concentracdes de
anfotericina B ou caspofungina (CIM x 8, CIM x 4, CIM x 2, CIM, CIM /2, CIM/4, CIM/8).
Os testes foram realizados em triplicata. As microplacas foram incubadas em uma estufa
a 37 °C por 48 h com monitoramento diario®!-?3,

J4 o Indice da Concentracdo Inibitéria Fracionaria (ICIF) foi calculada através da

seguinte férmula®*:
ICIF = CIF, + CIFg

Onde, CIFa= CIMap combinado/ CIM, sozinho e CIFg= CIMg combinada/ CIMg
sozinho. Foi considerado sinérgico ICIF menor que 0.5, aditivo ICIF entre 0.5 e 1,

indiferente ICIF entre 1 e 4 e atividade antag6nica com ICIF maior que 4.
3. Resultados

As reacOes de sintese para obtencdo dos dois adutos utilizados nesse estudo
foram feitas em meio reacional brando, sem necessitar de aquecimento ou sistema de
refluxo, e foram obtidos rendimentos acima de 80%. Na sintese do 2 - ((2-cloroquinolin-
3-il) (hidroxi) metil) acrilato de metilo a reacdo completou-se com 24h e obtendo-se
rendimento de 80%, ja na sintese do 2 - (acetdxi (2-cloroquinolin-3-il) metil) acrilato de
metilo a reagao completou-se com 48h e tendo rendimento final de 83%.

Estudos acerca de sintese de compostos quinolinicos, como os apresentados no
Esquema 1 abaixo, e sua atividade antifungica tem se mostrado muito importante, pois,

|.25

de acordo com Ben Yaakov et al.”>, ha uma crescente urgéncia quanto ao

desenvolvimento de novos antifingicos.

Esquema 1 - Obtencdo dos adutos de Morita-Baylis-Hillman estudados. a.
Acrilato de metila, DABCO, 48h. b. Anidrido acético, piridina, DMAP, CH,Cl,, 48

h.
(0] OH O OAc O
~ ~ ~
N Cl N Cl N Cl
Aldeido comercial Aduto A Aduto B

Fonte:Pesquisadores (2019).

Na tabela 1, pode-se observar o resultado das CIMs dos adutos de Morita-Baylis-
Hillman 2 - ((2-cloroquinolin-3-il) (hidroxi) metil) acrilato de metila (aduto A) e 2 -

(acetoxi (2-cloroquinolin-3-il) metil) acrilato de metila (aduto B) frente as cepas fungicas,
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onde observa-se que 0os mesmos apresentaram atividade antifiUngica contra cepas de

Candida albicans e nao demonstraram atividade contra cepas de Candida ndo-albicans.

Tabela 1. CIMs dos adutos de Morita-Baylis-Hillman (aduto A e aduto B) sobre
cepas do género Candida.

CIMs (ng/mL) CIMs (pg/mL)
Cepas fungicas Aduto de Morita- Baylis- Aduto de Morita-
Hillman (aduto A) Baylis-Hillman (aduto
B)
Candida albicans LM - 703 1024 -
Candida albicans ICB 12 1024 -
Candida albicans ATCC - 76645 256 1024

Candida albicans LM - 178 - -
Candida albicans ATCC - 76485 - -
Candida guilliermondii LM-103 - -
Candida tropicalis 10 - -
Candida tropicalis ATCC - 13803 - -
Candida parapsilosis ATCC - 20019 - -

Candida krusei 120 - -

- : Auséncia de atividade nas concentragoes testadas.
Fonte: Dados da pesquisa (2019).

JA na tabela 2, pode-se observar o resultado das CIMs dos antifungicos
caspofungina e anfotericina B frente as cepas fungicas, onde observa-se que os mesmos

apresentaram atividade contra cepas de Candida albicans e de Candida ndo- albicans.

Tabela 2. CIMs dos antifingicos caspofungina e anfotericina B

CIMs (pg/mL) CIMs (pg/mL)
Cepas fungicas Caspofungina Anfotericina B
Candida albicans LM - 703 4 1
Candida albicans ICB 12 128 0,03
Candida albicans ATCC - 76645 0,5 1024
Candida albicans LM - 178 16 0,5
Candida albicans ATCC - 76485 16 2
Candida guilliermondii LM-103 2 1
Candida tropicalis 10 16 2
Candida tropicalis ATCC - 13803 4 2
Candida parapsilosis ATCC - 20019 4 2
Candida krusei 120 4 2

- : Auséncia de atividade nas concentragoes testadas.
Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Nas tabelas 3 e 4, encontram-se os valores do Indice da Concentracgdo Inibitdria

Fracionada da associacdo entre o aduto de Morita-Baylis-Hillman com os antifungicos.
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Tabela 3. Determinacdo do do Indice da Concentracao Inibitéria
Fracionada da associacdo entre o aduto A e a caspofungina frente a cepa
Candida albincas ATCC-76645.

Cepa CIF# CIF® ICIF Tipo de
interacao
Candida
albincas ATCC- 0.125 0.125 0.25 Sinergismo
76645

A: Aduto de Morita-Baylis-Hillman; B: Caspofungina
Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Tabela 4. Determinacao do do Indice da Concentracao Inibitéria
Fracionada da associacdao entre o aduto A e a anfotericina B frente a cepa
Candida albincas ATCC-76645.

Cepa CIF A CIF® ICIF Tipo de
interacao
Candida
albincas ATCC- 2 0.25 2.25 Indiferente
76645

A: Aduto de Morita-Baylis-Hillman; B: Anfotericina B
Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Das e colaboradores?®, demonstraram que o aduto de Morita-Baylis-Hillman (2)-3-
(4-metoxibenzilideno)-tiocroman-4-ona apresenta atividade antifUngica contra cepas de
Candida albicans (CIM= 6 upg/ ml) e Torulopsis glabrata (CIM=6 pg/ ml) e estudos
realizados por Narender?’, através do método de difusdo em Agar, encontraram que
quinolinas obtidas a partir de adutos de Morita-Baylis-Hilman apresentam atividade
antifungica contra Aspergillus niger (MTCC 282), Chrysosporium tropicum (MTCC 2821),
Rhizopus oryzae (MTCC 262), Fusarium moniliforme (MTCC 1848), e Curvularia luneta
(MTCC 2030), e atividade bacteriana contra organismos Gram (+), foram eles: Bacillus
subtilis (MTCC 441), Bacillus sphaericus (MTCC 11), e S. aureus (MTCC 96) e contra
organismos Gram (-), foram eles: Chromobacterium violaceum (MTCC 2656), Klebsiella
aerogenes (MTCC 39), e Pseudomonas aeruginosa (MTCC 741), as CIMs variaram de
12,5 a 25 pg/mL.

Outros estudos relatam que os adutos de Morita-Baylis-Hillman 3-cloro-5-
(trifluorometil)-piridin-2-il-oxi) fenila e 3-hidroxi-2-metileno-3-(4-fluorofenil)
propanonitrila apresentam potencial atividade para utilizacdo contra parasitas dos
géneros Leishmania, Schistosoma, Plasmodium e Trypanosoma cruzi*®®.

O diferente tipo de interagdo encontrada entre os farmacos e o aduto de Morita-
Baylis-Hillman pode ser atribuido aos mecanismos de acdo dos farmacos, onde os
mesmos atuam em distintos sitios ativos, proporcionando alteragcdao na interagdao com a
substancia®. A anfotericina B, atua ligando-se ao ergosterol da membrana do micro-
organismo e interfere nos poros transmembranares, aumentando a permeabilidade da

membrana provocando a morte celular fungica por perda dos seus componentes.
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Enquanto a caspofungina, exercem seu mecanismo de acao através da inibicdo de forma
ndo-competitiva a enzima B (1,3) -D-glucano sintetase, o que inibe a sintese de B (1,3) -
D-glucano e afeta a integridade da parede celular fingica>'™.

Nos ultimos anos, houve um aumento da resisténcia aos antimicrobianos,
inclusive dos azdlicos, tornando as equinocandinas farmacos de primeira escolha para o
tratamento de infecgdes sistémicas por Candida, no entanto, espécies deste género ja
vem exibindo resisténcia a esta classe de fdrmacos, como é o caso da C. Glabrata®:.

Com base nos dados apresentados, os adutos de MBH sintetizados foram obtidos
com altos rendimentos e em meios reacionais brandos e apresentaram baixa atividade
antifungica contra cepas de Candida albicans, e auséncia de atividade contra cepas de

Candida ndo-albicans.

4. Conclusao

A associacao entre o aduto de MBH 2 - ((2-cloroquinolin-3-il) (hidroxi) metil)
acrilato de metilo e o antifungico caspofungina obtiveram atividade sinérgica, enquanto a
interacdo com a anfotericina B foi indiferente abrindo a possibilidade de utiliza-los de

maneira combinada com outros agentes antifiingicos.
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