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DE SAIS IMIDAZOLICOS FRENTE A CANDIDA ALBICANS

In vitro evaluation of antifungal potential of imidazolium

Thomas Fernando Mallmann?,

RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial
antifingico de um conjunto de sais imidazélicos (SI) frente
a Candida albicans. Materiais e métodos: A avaliagio an-
tifingica dos SI foi realizada por meio do teste de difusdo
em agar, utilizando uma cepa de Candida albicans (ATCC
90028). Cinco diferentes SI foram sintetizados e testados
no presente estudo: brometo de 1,8-bis(metilimidazélio-1-il)
octano (MImC8MImBr2), metanossulfonato de 1,12-bis(-
metilimidazélio-1-il) dodecano (MImC12MIm(MeS)2), clo-
reto de 1-n-hexadecil-2,3-dimetilimidazélio (C16 DMImCI),
metanossulfonato de 1,10-bis(metilimidazélio-1-il) decano
(MImC10MIm(MeS)2) e brometo de 1,10-bis(metilimidazélio-
-1-il) decano (MImC10MImBr2). O cloreto de cetilpiridineo
(Cc16PyrCl) foi utilizado como composto de referéncia e as
solugdes de digluconato de clorexidina (C34H54Cl2N10014)
e salina (NaCl 0,9%) foram utilizadas como controles po-
sitivo e negativo, respectivamente. Resultados: Dentre
os SI testados, MImC12MIm(MeS)2, MImC10MIm(MeS)2 e
MImC10MImBr2 apresentaram os seguintes valores para
os halos de inibi¢do formados: 28,00 mm, 20,50 mm € 18,75
mm, respectivamente. Esses valores foram similares ou su-
periores inclusive aos encontrados para o controle positivo
(14,87 mm) e o composto de referéncia (0 mm). Discussio:
Os SI podem apresentar uma alternativa promissora as
terapias com antifiingicos convencionais, concordando com
estudos prévios. Entretanto, mais estudos in vitro e in vivo
sdo necessarios para avaliar o potencial antifingico destes
compostos frente a biofilmes multiespécies de C. albicans.
Conclusio: Baseado nestes resultados, trés dos SI testados
apresentam atividade antifiingica in vitro promissora frente
a Candida albicans.
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ABSTRACT

Aim: This study aims to evaluate the antifungal potential
of imidazolium salts (IS) against Candida albicans. Material
and methods: Antifungal evaluation of the IS was perfor-
med using the disk diffusion test, using a strain of Candida
albicans (ATCC 90028). Five different IS were synthesized and
tested in the present study: 1,8-bis(methylimidazolium-1-yl)
octane bromide (MImC8MImBr2), 1,12-bis(methylimida-
zolium-1-yl) dodecane methanesulfonate (MImC12MIm(-
MeS)2), 1-n-hexadecyl-2,3-dimethylimidazolium chloride
(C16DMImCI), 1,10-bis(methylimidazolium-1-yl) decane
methanesulfonate (MImC10MIm(MeS)2) e 1,10-bis(me-
thylimidazolium-1-yl) decane bromide (MImC10MImBr2).
Cetylpyridinium chloride (C16PyrCl) was used as a reference
substance. Chlorhexidine (C34H54Cl2N10014) and saline
(NaCl 0,9%) solutions were positive and negative controls,
respectively. Results: Among the tested IS, MImC12MIm(-
MeS)2, MImC10MIm(MeS)2 and MImC10MImBr2 showed
the following values for inhibition halos: 28,00 mm, 20,50
mm and 18,75 mm, respectively. These values were similar
or superior than those found for the positive control (14.87
mm) and reference (0 mm) substances. Discussion: IS
can be a promising alternative to antifungal conventional
therapies, as exemplified in previous studies. However,
further in vitro and in vivo studies are needed to assess the
antifungal potential of these compounds against Candida-
-mixed biofilms. Conclusion: Based on these results, three
IS, tested in this study, have in vitro promissing antifungal
potential against Candida albicans.
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INTRODUCAO

A candidiase oral consiste em uma infec¢o local e oportunista relacionada ao aumento
no crescimento de Candida spp'. Essa patologia tem como fatores predisponentes o uso de
aparelhos protéticos e ortodénticos, higiene bucal deficiente, hidbitos como o tabagismo,
xerostomia, diabetes e quadros de imunossupressio® A Candida albicans (C. albicans) é o
primeiro e mais frequente agente etiolégico relacionado a candidiase oral, sendo a levedura
mais bem sucedida no processo de colonizac¢io oral devido a diferentes fatores de viruléncia
como formacio de hifas, plasticidade fenotipica, secre¢do de enzimas como proteases e fos-
folipases, além da presenca de uma grande diversidade de adesinas que possibilitam ades&do a
diferentes receptores presentes em células do epitélio bucal, polimeros inertes em préteses
e outros micro-organismos, caracteristicas que garantem vantagens de crescimento sobre
outros micro-organismos na cavidade bucal, tanto em superficies biéticas como abiéticas®**.

Medicamentos antifingicos tépicos, antifingicos sistémicos, assim como substancias
desinfetantes sdo utilizados como formas de tratamento para candidiase oral/estomatite
protética de origem fiingica, sendo a nistatina, miconazol, fluconazol, anfotericina B e a
clorexidina os antimicrobianos mais comumente usados®.

A nistatina tem sido a primeira op¢do medicamentosa tépica no tratamento da can-
didiase oral devido ao seu baixo custo e presenca rara de fungos resistentes. Entretanto
existe pouca receptividade por parte dos pacientes devido ao seu gosto desagradavel. Casos
mais graves onde sdo associados a imunossupressao e interna¢des em UTI, a administragdo
de farmacos como anfotericina B e fluconazol podem ser empregados de maneira sisté-
mica. Outra opc¢io é a utilizacio de enxaguatdrios bucais a base de clorexidina, tidos como
antissépticos padrido-ouro, os quais possuem efeito fungicida quando em contato com a C.
albicans, devido uma série de alteragdes celulares que promovem a lise da parede celular e
degradacio do citoplasma deste fungo®®’.

O ntmero limitado de antifungicos disponiveis no mercado e o uso indiscriminado
dos farmacos em ambiente hospitalar podem levar ao aumento da resisténcia por parte
destes micro-organismos, assim, mostra-se necessidria a busca por terapias alternativas
as convencionais®’.

Os sais imidazélicos (SI) tem se mostrado como uma alternativa promissora, pois
apresentam intera¢des com sistemas biolégicos em geral, incluindo intera¢des droga-hos-
pedeiro e droga-levedura®, apresentando assim um potencial de inibigdo diante diferentes
cepas e espécies de Candida™". A observacdo microscépica revelou que as células fingicas de
Candida albicans expostas por algumas horas ao sal de imidazdlio cloreto de 1-n-hexadecil-
-3-metilimidazélio (C16 MImCl) eram menores do que as células de controle nao tratadas®. De
acordo com Lee et al.*, o encolhimento celular foi associado a permeabiliza¢cio da membrana
celular e vazamento de contetido intracelular apds a exposi¢do a agentes antifiingicos como
a apigenina. Além disso, estudos conduzidos por Schrekker et al.”? evidenciaram a auséncia
de caracteristicas citotéxicas por parte dos SI frente a células leucocitdrias humanas, onde
0s mesmos nao provocaram danos & membrana celular nem alteragdes estruturais do DNA.
Candida albicans é a espécie mais associada com a candidiase oral e estudos sobre a atividade
antifingica de SI frente C. albicans sdo limitados®. SI dicatidnicos com espagadores alquili-
cos, em alguns casos contento éteres pequenos (MImC4MImI2 e MImC8MImI2 na Figura 1)
mostraram atividades ainda pouco significativas®.
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Figura1: Estruturas quimicas dos Sl dicatiénicos com espacadores alquilicos ja testados (MImC4MImlz
e MImC8MImI2) frente C. albicans e os derivados utilizados no presente estudo.

MATERIAIS E METODOS

Sais Imidazolicos

Os SI brometo de 1,8-bis (metilimidazélio-1-il) octano (MImC8MImBr2) e brometo de
1,10-bis (metilimidazélio-1-il) decano (MImC10MImBr2) foram sintetizados de acordo com a
literatura'®. Metanossulfonato de 1,12-bis (metilimidazélio-1-il) dodecano (MImC12MIm(MeS)2)
e metanossulfonato de 1,10-bis (metilimidazélio-1-il) decano (MImC1oMIm(MeS)2) foram
preparados em duas etapas, primeiro foram sintetizados os alquilantes como segue: uma
solucio de 1,8-octanodiol (27,3 mmol) e trietilamina (58,6 mmol) em diclorometano (100 mL)
foi resfriada a 0°C, entio foi adicionado cloreto de metanossulfonila (54,7 mmol) lentamente,
gota a gota. A reacgdo foi deixada aquecer até a temperatura ambiente e agitada durante 2 h.
A fase organica foi lavada duas vezes com 4dgua e bicarbonato de sédio aquoso a 10%, seca
com Na2S0+ e filtrada. O solvente presente no material foi removido em pressdo reduzida.
O mesmo método foi utilizado para a sintese do alquilante a partir do 1,10-decanodiol. O
SI cloreto de 1-n-hexadecil-2,3-dimetilimidazélio (C16DMImCI) também foi preparado de
acordo com literatura®. Os pesos molares (g/mol) de MImC8MImBr2, MImC12MIm(MeS)2,
C16DMImC], MImC10MIm(MeS)2 e MImC10MImBr2 sio respectivamente: 436,23, 522,72,
357,02, 494,67 e 464,28 (Figura 2).
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Figura 2: Estruturas quimicas dos compostos utilizados no presente estudo.

Baseado no documento M27-A3 publicado em 2008 pelo Clinical Laboratory Standard
Institute (CLSI), uma série de microdiluicées foi realizada previamente ao experimento, onde
a solugio tampao fosfato foi utilizada como diluente na fase de microdilui¢des. O cloreto de
cetilpiridineo (C16PyrCl, Sigma Aldrich, Saint Louis, EUA) foi incluido no estudo como um
composto de referéncia por ser largamente utilizado como antimicrobiano em enxaguatérios
bucais comerciais. A concentrac¢io final para todos os compostos testados foi de 100 pg/mL
que foi padronizada através do numero de dilui¢des realizadas. Cada solugio foi esterilizada
através de filtracdo através de uma unidade filtrante (0,22 pm, Millipore, Merck, Alemanha)
acoplada a uma seringa estéril. Como grupos controle foram definidos a solug¢io de digluco-
nato de clorexidina (C34H54Cl2N10014) a 0,12% (Periogard®. Colgate-Palmolive, Sio Paulo,
Brasil) como controle positivo e uma solugio salina (NaCl 0,9%) como controle negativo.

Cepa microbiana utilizada

Foi utilizada a cepa de C. albicans ATCC 90028 no presente estudo. Ela foi reativada, a
partir de um estoque congelado, em placas contendo meio 4gar Saboraud dextrose (Himedia,
Mumbai, India) e incubada por 24 horas a 37 °C. Apés o crescimento, as coldnias formadas
foram coletadas e inoculadas em tubos contendo meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI)
(Kasvi, S3o José dos Pinhais, Brasil) e incubadas a 37 °C por 24 horas. Apés esse periodo, rea-
lizou-se o ajuste da densidade 6ptica da suspensio fingica para 0,5 da escala de McFarland
equivalente a 1,5 x 10° UFC/mL.

Teste disco-difusao em agar

Foram inoculados 200 pL da suspensao fingica em 10 (dez) placas de Petri, previamente
demarcadas em quatro quadrantes, contendo meio BHI 4gar e espalhada na superficie por
meio de pérolas de vidro estéreis. Discos de papel filtro estéreis foram imersos durante 5
segundos em microtubos contendo uma das soluc¢des de SI, de referéncia ou os controles, e
posteriormente posicionados de maneira equidistante em seus respectivos quadrantes nas
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placas. As placas foram incubadas a 37°C e os halos de inibi¢do foram medidos apés 24 horas
de incubacio. Por meio de uma régua os halos formados foram mensurados em milimetros
e registrados. O experimento foi realizado em triplicata em diferentes momentos.

Analise estatistica

Os resultados dos valores dos halos de inibi¢do formados foram calculados e expres-
sos em média e desvio padrido para comparac¢do entre os grupos e com 0s grupos controle
positivo e negativo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey. O
valor de significincia foi 0,05.

RESULTADOS

A Figura 3 mostra os halos de inibi¢do formados a partir dos SI, solucgdo referéncia e
controles utilizados no presente estudo frente a cepa de C. albicans. A Tabela 1 apresenta os
valores de média e desvio padrdo para os halos de inibi¢do formados em cada grupo. O SI
MImC12MIm(MeS)2 apresentou o maior valor (28,00 mm) comparado a todos os demais com-
postos, com resultado superior inclusive ao do controle positivo (p < 0,05). MImC10MIm(MeS)2
e MImC10MImBr2 apresentaram resultados similares entre si com os valores médios de 20,50
mm e 18,75 mm, respectivamente. Comparados ao controle positivo, MImC10MIm(MeS)2
apresentou um valor superior e MImC10MImBr2 apresentou um resultado similar. Quanto
aos valores encontrados para os compostos MImC8MImBr2, C16PyrCl e C16DMImCI, eles fo-
ram similares entre si e ao controle negativo (p > 0,05), ndo apresentando efeito antifiingico
frente a cepa de C. albicans testada.

Tabela1: Valores dos halos de inibicao formados frente a C. albicans (ATCC 90028) por cada um
dos sais imidazdlicos, solucdo de referéncia e controles testados no estudo (n = 8)

Composto testado Média + desvio padrao
MImC8MImBr2 3,37 £5,98°
MImCi2MIm(MeS)2 28,00 + 3,38
C16DMImCI o+o?
MImCioMIm(MeS)2 20,50 * 3,46°
MImCioMImBr2 18,75 +5,36%

C16PyrCl 0+0?

Controle positivo 14,87 + 0,83¢

Controle negativo 0+0"

Anova seguido pelo teste de Tukey, p<0,05. Letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa
entre os compostos testados. (Fonte: elaboracao dos autores)
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Figura 3: Fotografias das placas mostrando os halos de inibicdo formados pelos cinco Sl testados em
concentracdo de 100 pg/ml frente a cepa C. albicans ATCC 90028. (Fonte: elaboraciao dos autores)

DISCUSSAO

O presente estudo sintetizou e testou o potencial antifingico de cinco SI frente a
uma cepa de C. albicans e verificou que trés deles, MImC12MIm(MeS)2, MImC10MIm(MeS)2 e
MImC10MImBr2 apresentaram este potencial. Os SI testados sdo compostos iénicos contendo
uma ou duas unidades imidazélicas (catiénica). O heterociclico imidazol, a versio neutra (sem
carga) desta unidade, é encontrada em agentes antifingicos conhecidos, como o cetoconazol
e o miconazol, sendo o principal responsével pelas atividades biolégicas apresentadas por
estas drogas. Em comparagio, os SI exibem véarias propriedades importantes como maior
hidrossolubilidade e alta estabilidade térmica e quimica®. Além disso, varios SI apresentam
atividade antifingica frente a diversas espécies de Candida em concentragdes extremamente
baixas, sem mostrar toxicidade em leucécitos humanos®. Um estudo prévio® relatou o po-
tencial antifingico promissor de multiplos SI frente a C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata.
Sendo que C. glabrata é a segunda espécie do género Candida mais comumente encontrada
na cavidade bucal, e € isolada frequentemente de pacientes que usam proéteses dentarias®.

No presente estudo trés dos cinco SI sintetizados e testados apresentaram potencial
antifingico contra a cepa utilizada de C. albicans (ATCC90028), com resultados similares
[MImC10MImBr2] ou superiores [MImC12MIm(MeS)2 e MImC10MIm(MeS)2] ao controle po-
sitivo. Um estudo prévio, que buscou avaliar o potencial antifingico de SI com uma unidade
imidazdlica frente a diferentes cepas de dermatéfitos, verificou um padrio relacionado as
cadeias e ao potencial inibitério dos SI, tendo como tamanho “ideal” cadeias N-alquilicas com
10 a 16 carbonos™. Os resultados do presente estudo também mostram uma relagdo entre o
tamanho do espacador nos SI dicatiénicos e a atividade antifungica [MImC12MIm(MeS)2 >
MImCioMIm(MeS)2 ~ MImC10MImBr2 >>> MImC8MImBr2], em concordancia com este estudo
prévio. De acordo com Ocakoglu et al.” foi observada atividade antifingica em C. albicans,
entretanto os resultados sdo limitados. No estudo sdo apresentados SI com espagadores al-
quilicos de quatro ou oito carbonos, em alguns casos contento éteres, com atividades ainda
pouco significativas, ndo estando nos mesmos niveis de efetividade dos sais com cadeias
alquilicas mais longas apresentados neste estudo.
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Outro estudo que também avaliou diferentes SI e sua agdo inibitéria frente a diversas
cepas de micro-organismos, dentre elas, diferentes géneros de Candida, reportou que os
compostos que apresentaram maiores efeitos inibitérios foram aqueles com 16 carbonos em
sua estrutura®, discordando dos resultados do presente estudo que nio verificou inibi¢ao
no SI monocatiénico C16DMImCI] que possui 16 carbonos em sua estrutura. No entanto, ne-
nhum dos estudos citados anteriormente'**, avaliou os efeitos antifingicos dos compostos
imidazodlicos frente a C. albicans, podendo explicar a diferenca dos resultados encontrados
no presente estudo e nos estudos prévios.

No presente estudo nio foi observado formacgio de halo de inibi¢o frente a cepa fin-
gica testada, pelo composto C16PyrCl, que € o cloreto de cetilpiridinio muito utilizado em
enxaguatérios bucais comerciais. Embora estudos relatem um efeito antimicrobiano deste
composto®?® ele ndo apresentou efeito antifingico frente a cepa de C. albicans (ATCC90028)
testada no estudo. Tanto para o SI C16DMImCI quanto para o sal piridinio C16PyrCl ndo ha
presenca do hidrogénio com maior acidez na posi¢do C2. No caso do C16DMImCI esse hi-
drogénio estd substituido por um grupo metil e no caso do sal C16PyrCl em sua estrutura
ndo existe o anel imidazdlio resultando na auséncia deste mesmo hidrogénio 4acido. Esse é
um diferencial significativo em relagdo aos demais sais que apresentaram atividade mais
significativa e possuem esse hidrogénio acido na posi¢io C2 (Figura 4).

Figura 4: Presenca do hidrogénio acido na posicao C2 no MImC8MImBrz
e o grupo metil na posicao C2 no C_DMImCI.

Apesar da literatura relatar a auséncia de efeito citotéxico dos SI*?, para uma ava-
liacdo ideal seria relevante serem realizados testes de biocompatibilidade com células do
tecido gengival.

O crescente aumento na resisténcia de fungos e leveduras aos antibiéticos convencionais
tem sido uma preocupacio e tem impulsionado a busca por outros compostos alternativos
para reduzir esta tolerdncia microbiana. De acordo com os resultados do presente estudo,
pode-se sugerir que os SI podem apresentar uma alternativa promissora as terapias com
antifingicos convencionais, concordando com estudos prévios*. Entretanto, estudos tem
reportado que a C. albicans apresenta intera¢io com bactérias, aumentando a patogenicida-
de do biofilme e reduzindo sua susceptibilidade aos agentes antimicrobianos®**. Portanto
é necessidrio também avaliar o efeito antifingico dos SI em biofilmes multiespécies de C.
albicans através de estudos in vitro, utilizando modelos animais e in vivo.

CONCLUSAO

Baseado nos resultados do presente estudo, conclui-se que os sais imidazdlicos MIm-
C12MIm(MeS)2, MImC10MIm(MeS)2 e MImC10MImBr2 apresentam atividade antifingica
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inibindo o crescimento de uma cepa de Candida albicans, podendo ser considerados compostos
promissores para serem testados em biofilmes multiespécies deste fungo.
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