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A crescente incidéncia de infeccGes por bactérias e fungos tém preocupado diversos érgaos de satde ao redor
do mundo. Entre as infec¢gBes mais prevalentes estdo as bacterianas, causadas por Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, e infecgdes fungicas como candidiase e aspergilose. A farmacoterapia utilizada
nos casos de infeccdo normalmente apresenta toxicidade indesejada e hoje em dia ja comeca a falhar ao ndo
obter éxito diante de cepas resistentes. Esta realidade gera a necessidade critica de desenvolvimento de novas
estratégias para o combate destas infeccOes de elevadas taxas de mortalidade. A 3,4-(metilenodioxi)-
acetofenona (EPHO) é um produto quimico da classe das acetofenonas, facilmente adquirido comercialmente
e amplamente utilizado em reagBes de sintese quimica. Contudo, ainda ndo é apropriadamente explorada
guanto ao seu potencial antimicrobiano. Para avaliar o perfil antimicrobiano da substancia, a concentracéo
inibitéria minima (CIM) foi determinada contra cepas bacterianas e fungicas envolvendo tanto leveduras
guanto fungos filamentosos. Foi observado que, apesar do produto se mostrar inerte contra bactérias, ele
apresentou atividade inibitéria contra algumas cepas de fungos leveduriformes e filamentosos com CIM
respectivas de 1024 e 512 pg/mL.

Palavras-chave: Aspergilose, candidiase, microdiluicéo.

The growing incidence of bacterial and fungal infections have worried several health organizations around
the world. Among the most prevalent infections are the bacterial, caused by Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa, and fungal infections such as candidiasis and aspergillosis. The pharmacotherapy
used in these infection cases usually presents undesired toxicity and is currently beginning to fail due to
resistant strains. This reality brings the critical need to develop new strategies to combat these infections with
high mortality rates. 3,4-(methylenedioxy)-acetophenone (EPHO) is a chemical substance of the class of
acetophenones, easily available commercially and widely used in chemical synthesis reactions. However, it
is still not properly explored towards its antimicrobial potential. To assess the antimicrobial profile of the
substance, the minimum inhibitory concentration (MIC) was determined against bacterial and fungal strains
involving both yeast and filamentous fungi. It was observed that, although the product was ineffective against
bacteria, it showed inhibitory activity against some strains of yeast and filamentous fungi with respective
MICs of 1024 and 512 pg/mL.

Keywords: Aspergilosis, candidiasis, microdilution.

1. INTRODUCAO

A nivel mundial, o nimero de infecgdes bacterianas e flngicas tém aumentado, trazendo como
consequéncias altas taxas de mortalidade e alto custo associado, representando um grande desafio
para os 6rgaos de salde publica de diversos paises [1].

Mundialmente, as bactérias sdo responsaveis pela maior parte das infeccbes humanas,
aparecendo também como complicacdo secundaria mais frequente em pacientes hospitalizados.
Estas infecces sdo responsaveis por um vasto nimero de mortes com crescente aparecimento de
cepas multi-resistentes, dentre as quais destacam-se espécies como Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa [2-4].
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Um dos tipos de infec¢Bes fungicas mais importantes sdo os de candidiase, especialmente 0s
guadros disseminados também chamados de candidemia. Estas infecces provocadas por leveduras
do género Candida possuem elevada morbimortalidade e dificil tratamento, sobretudo quando se
considera o aparecimento de linhagens resistentes [5-7].

Outra infeccdo flngica de acentuada gravidade é a aspergilose, especialmente em pacientes
imunossuprimidos ou hospitalizados por longos periodos, onde pode atingir taxas de mortalidade
de até 80% [8,9].

A farmacoterapia utilizada para as infec¢cdes microbianas corre o risco de se tornar obsoleta
devido ao aparecimento de espécies resistentes e do custo e toxicidade elevados associados a este
tipo de medicamentos, criando a necessidade de se obter novos candidatos a agentes antibacterianos
e antifngicos [10].

Facilmente obtido comercialmente, a substancia quimica 3,4-(metilenodioxi)-acetofenona
(EPHO) (Figura 1) também pode ser encontrada na composi¢do de produtos naturais como o
prépolis [11] e é largamente utilizada em diversos processos de sintese organica de produtos com
as mais variadas finalidades, incluindo a obtencéo de substancias antimicrobianas [12-16].

O
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Figura 1: Estrutura quimica da 3,4-(metilenodioxi)-acetofenona (EPHO).

Jé foi demonstrado que alguns compostos desta classe de produtos sintéticos possuem atividade
antimicrobiana.

Anteriormente, Pandeya et al. (1999) [17] avaliaram a atividade antimicrobiana de derivados
sintéticos obtidos a partir da 4-cloro-acetofenona, observando efeitos inibitérios moderados contra
uma gama de diferentes patdgenos. Eles atribuiram diferengas entre as concentracdes inibitorias a
particularidades estruturais entre as moléculas derivadas, tais como a presenca de substituintes
halogénios, além de sugerir que um possivel mecanismo de ac¢do seria através da inibi¢&o da sintese
de DNA.

Outros compostos da classe das acetofenonas ja demonstraram excelente efeito antifingico
contra fungos dermatofitos, com concentracBes inibitorias até 16 vezes menores do que as de
antifungicos-padrdo como a anfotericina B, apontando estratégias de modificacdo molecular como
quaternizacdo para aprimorar o efeito biol6gico [18]. Ma et al. (2013) [19], apresentaram um
possivel grupo farmacoférico, indicando que a ocorréncia simultdnea de um substituinte meta-
hidroxila fendlica e um substituinte para-alquila lipofilico beneficiavam a atividade antifingica das
moléculas derivadas das acetofenonas.

Contudo, ao se buscar na literatura, vé-se que pouco foi estudado sobre o potencial
antimicrobiano utilizando a 3,4-(metilenodioxi)-acetofenona como produto-teste principal contra
microrganismos de importancia para a satde publica, onde varios trabalhos avaliaram apenas o
potencial de outros analogos e produtos obtidos a partir da EPHO ap6s outras rotas sintéticas. Uma
vez que a busca por novos agentes antimicrobianos é fortemente incentivada, buscou-se observar o
potencial antifungico e antibacteriano de uma substancia amplamente utilizada nos processos de
sintese, porém ainda pouco estudada em relacdo ao seu potencial bioldgico.

2. MATERIAL E METODOS

O produto-teste 3,4-(metilenodioxi)-acetofenona (EPHO) e os antimicrobianos utilizados como
controle, cloranfenicol, nistatina e fluconazol, foram obtidos na Sigma-Aldrich (S&o Paulo, SP,
Brasil), o dimetilsulféxido (DMSQ) e Tween 80 foram comprados na Labsynth Ltda. (Diadema,
SP, Brasil). Os produtos foram solubilizados em DMSO a uma proporcao de 5%, Tween 80 a 2%
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e completando o volume final com 4gua destilada esterilizada, de forma a se obter uma emulséo
cuja concentracao inicial nos ensaios sera de 1024 pg/mL para o EPHO, enquanto a concentracao
estabelecida para os antimicrobianos sera de 100 pg/mL. As misturas foram agitadas durante 3
minutos em um aparelho Vortex (Fanem® Ltda., Guarulhos, SP, Brasil). As emulsdes dos produtos
utilizadas nos ensaios antifingicos foram preparadas no momento da execucao dos testes.

Os meios de cultura utilizados foram: Brain Heart Infusion (BHI) e Agar Sabouraud Dextrose
(ASD) (Difco Laboratories Ltd, USA, France) para manutencdo das cepas, e caldo Brain Heart
Infusion (BHI) e meio RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato para os ensaios de atividade
biolégica contra bactérias e fungos, respectivamente (Difco Laboratories Ltd, USA, France e
INLAB, Sdo Paulo, Brasil). Os meios foram preparados de acordo com as instrucdes dos
fabricantes. Os meios foram solubilizados em agua destilada e esterilizados em autoclave a 121-C,
1,0 atm durante 15 min.

Para a realizagéo dos ensaios, foram escolhidos microrganismos variando entre bactérias, fungos
leveduriformes e fungos filamentosos: Staphylococcus aureus ATCC-13150, Staphylococcus
aureus ATCC-6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC-25853, Pseudomonas aeruginosa ATCC-
9027, Candida albicans ATCC-60193, Candida tropicalis ATCC-13803, Candida parapsilosis
ATCC-22019, Candida glabrata LM-116, Aspergillus fumigatus ATCC-40640 e Aspergillus flavus
LM-714. Os microrganismos pertencem a MICOTECA do Laboratério de Micologia,
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). As cepas bacterianas e flngicas foram mantidas
respectivamente em BHI e ASD a temperatura de 4°C. Foram utilizados para o0s ensaios, repiques
de 24-48 horas em BHI e ASD, respectivamente, para bactérias e fungos, incubados a 35 + 2°C; e
repiques de 7-14 dias em ASD para fungos filamentosos, incubados a 28 + 2°C. Para preparacéo
do indculo, as coldnias obtidas de culturas das cepas bacterianas e fungicas foram suspensas em
solucdo fisioldgica estéril a 0,9% e ajustadas de acordo com o tubo 0,5 da escala padrdo de
McFarland para obtencdo de 10° e 108 Unidades Formadoras de Coldnia por mL (UFC/mL) para
fungos e bactérias, respectivamente [20-25].

A CIM foi determinada pelo método da microdiluicdo [26]. Inicialmente, foram distribuidos 100
uL de caldo sendo RPMI para fungos e BHI para bactérias, duplamente concentrado nos orificios
das placas de microdilui¢éo para cultura de celulas (TPP/Suica) contendo 96 pocos com fundo em
“U”. Em seguida, 100 puL da emulsdo dos produtos preparados foram dispensados nas cavidades da
primeira linha da placa e por meio de uma diluicdo seriada a uma razdo de dois, foi obtida
concentracdes de 1024 pg/mL até 0,5 pg/mL. Por fim, foi adicionado 10 puL das suspensdes das
cepas bacterianas e fungicas nas cavidades.

Paralelamente, foram realizados os controles de viabilidade de microrganismos (BHI + bactérias
e RPMI + leveduras ou fungos filamentosos), esterilidade dos meios de cultura (RPMI/BHI) e
controles negativos utilizando antimicrobianos padronizados, cloranfenicol (100 pg/mL) para
bactérias, nistatina (100 pg/mL) para leveduras e fluconazol (100 ug/mL) para fungos filamentosos.
Para verificar a auséncia de interferéncia nos resultados pelos solventes utilizados na preparagdo
da emulsdo (DMSO e Tween 80), foi feito um controle no qual foram colocados nas cavidades da
microplaca o meio RPMI 1640, DMSO a 5%, Tween 80 a 2% e o indéculo fangico. As placas
preparadas foram assepticamente fechadas e submetidas a incubacdo numa temperatura de 35 +
2°C por 24-48 horas para 0s ensaios com bactérias e leveduras, e 28 + 2°C por 7 dias para fungos
filamentosos.

A CIM foi definida como a menor concentragdo do produto que inibiu o crescimento visivel do
microrganismo no pog¢o da microplaca. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados
foram expressos como a média aritmética da CIM obtidas nos experimentos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo registrados os resultados obtidos no ensaio de avaliagdo da atividade
antibacteriana e antifngica dos produtos. Em relacdo aos controles efetuados, ndo houve
crescimento microbiano no controle de esterilidade do caldo enquanto os indculos apresentaram
crescimento abundante no controle de viabilidade.
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Tabela 1: Concentragéo inibitéria minima (CIM) (ug/mL) do EPHO, cloranfenicol, nistatina e fluconazol
contra bactérias, leveduras e fungos filamentosos.

Microrganismos Substéncia§ Cont!’c_)le de Cont'role de
EPHO Clor Nist Fluc esterilidade crescimento?
S. aureus ATCC-13150 N/D 100 N/A N/A - +
S. aureus ATCC-6538 N/D 100 N/A N/A - +
P. aeruginosa ATCC-9027 N/D 100 N/A N/A - +
P. aeruginosa ATCC-25853 N/D 100 N/A N/A - +
C. albicans ATCC-60193 1024 N/A 100 N/A - +
C. tropicalis ATCC-13803 N/D N/A 100 N/A - +
C. parapsilosis ATCC-22019 1024 N/A 100 N/A - +
C. glabrata LM-116 1024 N/A 100 N/A - +
A. fumigatus ATCC-40640 512 N/A  N/A 100 - +
A. flavus LM-714 N/D N/A  N/A 100 - +

Clor, cloranfenicol; Nist, nistatina; Fluc, fluconazol; N/D, ndo determinado para as concentragdes
utilizadas; N/A, n&o aplicado; -, auséncia de crescimento flungico; +, presenc¢a de crescimento fangico; 2
crescimento fngico em RPMI-1640, DMSO (5%) e Tween 80 (2%), sem agente antifingico.

Mesmo na mais alta concentragdo (1024 pg/mL), o produto EPHO nao foi capaz de inibir as
cepas S. aureus ATCC-13150, S. aureus ATCC-6538, P. aeruginosa ATCC-9027, P. aeruginosa
ATCC-25853, C. tropicalis ATCC-13803 e A. flavus LM-714.

Contudo, o EPHO inibiu o crescimento microbiano das cepas C. albicans ATCC-60193, C.
parapsilosis ATCC-22019 e C. glabrata LM-116 na concentragao de 1024 pg/mL, assim como
também inibiu o crescimento da cepa A. fumigatus ATCC-40640 na concentragdo de 512 ug/mL.

Em resumo, o produto EPHO ndo demonstrou atividade antibacteriana nas concentragfes
utilizadas, apenas atividade antifingica contra algumas leveduras e uma espécie de fungo
filamentoso, sendo eficaz contra este Gltimo microrganismo ao apresentar menor CIM.

Como ndo ha um consenso bem estabelecido sobre a poténcia e natureza da atividade inibitéria
de novos produtos, a classificagdo exata sobre a eficicia da atividade inibitoria demonstrada por
uma substancia inédita torna-se dificil. De acordo com os critérios estabelecidos por Sartoratto et
al. (2004), pode-se estabelecer que o EPHO ¢é uma substancia de moderada atividade antiflingica,
visto que sua CIM de 1024 pg/mL para as leveduras sensiveis e 512 pg/mL para A. fumigatus, esta
dentro da faixa de concentracdo determinante para atividade antimicrobiana moderada (entre 1500
e 600 pg/mL) [27].

De ampla distribuicdo mundial, a candidiase tem adquirido relevancia pela emergente
ocorréncia de cepas resistentes tanto de C. albicans quanto de espécies ndo-albicans. Além disso,
mesmo as afec¢des superficiais comuns provocadas por este fungo podem apresentar sérios
problemas ao paciente devido a exacerbagdo das lesdes e respostas imunoldgicas, especialmente
em quadros de co-infeccdo [28]. Outro agravante é o dimorfismo deste género fungico, onde a
alteracdo morfoldgica para a forma de pseudohifa representa uma perigosa evolugdo da infeccéo
ao conferir resisténcia e facilitar a disseminagdo sistémica, com ocorréncia de danos teciduais
frequentes [29].

Recentemente, tem sido notado um dréstico aumento dos casos de aspergilose, especialmente
em individuos imunocomprometidos. J& foi demonstrado que o género Aspergillus, principalmente
A. fumigatus, possui elevada patogenicidade e viruléncia, possuindo fatores intrinsecos como:
resisténcia a altas e baixas, formacao de biofilme, liberacdo de proteases e micotoxinas, evasao das
respostas imunes do hospedeiro, tolerdncia a estresse oxidativo e possibilidade de sobrevivéncia
em ambientes de baixo pH. A complexidade deste patdgeno favorece a infeccdo e facilmente torna
critico o quadro de satde do paciente [30].

Por se tratar de uma substancia ainda com poucos estudos sob a ética da atividade antifingica,
h& uma deficiéncia de dados na literatura sobre a 3,4-(metilenodioxi)-acetofenona para que se possa
ser feita uma comparacao apropriada com os resultados do presente estudo, sobretudo ao considerar
que alguns destes poucos estudos empregaram linhagens e microrganismos diferentes.
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Previamente, Sivakumar et al. (2008) [31] avaliaram o perfil antibacteriano de diversas
substancias pertencentes a classe das acetofenonas, incluindo o préprio EPHO. Como resultado,
viram que este composto possuia baixissima atividade inibitoria contra os microrganismos
selecionados, com uma cepa de S. aureus entre eles, apresentando uma CIM de valor elevado
(3,7x10°M), superior ao que foi obtido no trabalho atual, o que corrobora com os atuais dados ao
demonstrar que seria necessario altas concentracdes desta substancia para ser possivel a observagédo
de algum efeito antibacteriano.

Apesar de ainda ndo haver dados sobre a atividade antifingica do EPHO, outras moléculas da
classe das acetofenonas e derivados ja demonstraram atividade contra diferentes fungos, incluindo
C. albicans, sugerindo também que sua acao farmacoldgica provavelmente ocorra devido a inibicao
da formagdo da parede celular fungica além de impedir o desenvolvimento de estruturas de
viruléncia como pseudohifas [19, 32].

A sintese de compostos a partir de acetofenonas na tentativa de se obter agentes antimicrobianos
continuou, como descrito por Mete et al. (2011) [33], ao obter derivados capazes de inibir o
crescimento fungico de maneira mais eficaz do que a anfotericina B. Também foi apontado que
estas substancias exer¢am sua atividade inibitoria através da alquilacéo de grupos tiol presentes nas
proteinas fungicas e que esta atividade € influenciada pela substituicdo do anel fenilico pelo anel
tiofénico.

Vale destacar que a acetofenona do presente trabalho manteve o grupo carbonila em semelhanca
ao modelo farmacoforico proposto, entretanto, ndo houve adicdo de um halogénio, o que poderia
justificar a atividade em nivel moderado. Contudo, é a primeira vez em que se utiliza um grupo
metilenodioxi no anel principal, sendo necessaria a avaliacdo de outros analogos mantendo este
mesmo nucleo para estabelecer a sua influéncia na atividade antiflngica.

Através das técnicas de modificacdo molecular e estudos de relacdo estrutura quimica e
atividade biol6gica, pode-se desenvolver um produto com maior eficacia bioativa e menor
toxicidade partindo de um produto que ja tenha demonstrado atividade antimicrobiana, mesmo que
moderada. Sendo assim, ao realizar experimentos empregando diretamente a EPHO e trazer dados
da literatura sobre o potencial de outras substancias, esta pesquisa incentiva e fornece subsidios
para o desenvolvimento de outros trabalhos que se proponham a melhorar o perfil antimicrobiano
da 3,4-(metilenodioxi)-acetofenona, chegando cada vez mais perto de se obter um farmaco
adequado para utilizacdo na terapéutica antifingica.

Devido a gravidade das infec¢des flngicas, a escassez terapéutica, toxicidade dos medicamentos
disponiveis e surgimento de cepas resistentes, novas substancias com potencial de serem utilizadas
no combate destes patdgenos representam uma valiosa chance de se contornar uma realidade
preocupante, garantindo melhores chances de sobrevivéncia para 0s pacientes acometidos por este
tipo de infecgdo [8, 34, 35].

4, CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho a respeito de uma substancia cujo potencial antimicrobiano
ainda ndo foi profundamente estudado servem como dados preliminares para outros trabalhos que
possam ser realizados para se investigar a fundo a natureza bioativa deste produto. Como exemplo,
pode-se citar a experimentacdo de novos analogos obtidos a partir da molécula e a investigacéo dos
possiveis mecanismos de acdo envolvidos na atividade antifngica, além de considerar também a
possibilidade de atuacdo em outras vias de acdo farmacoldgica e de se estabelecer o perfil de
toxicidade deste produto e seus derivados.

Ao mesmo tempo, este trabalho reline dados que possam incentivar e direcionar o uso desta e
de outras moléculas da classe das acetofenonas como modelos para a obtencéo de novos e eficazes
agentes antifungicos, utilizando dos conhecimentos de relacdo estrutura-atividade para se obter o
produto de melhor desempenho. Vale ainda salientar que além de estabelecer os possiveis
mecanismos de acdo envolvidos na atividade antifingica e analisar as estratégias de modificacéo
estrutural, também se faz necessario o estudo do perfil toxicoldgico destas substancias para que se
possa chegar a um farmaco que além de eficaz, também seja seguro para ser inserido na terapia
antifungica.
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