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SUMARIO

A resisténcia aos agentes antimicrobianos é um problema crescente e representa um dos
maiores desafios na area da saude, pelo que é essencial a pesquisa e desenvolvimento de
novas moléculas que possam constituir alternativas eficazes contra o tratamento de

infecBes, nomeadamente as provocadas por bactérias e por fungos.

Os imidazois pertencem ao grupo dos azois e detém um elevado potencial terapéutico,
dada a presenca do anel imidazdlico na sua estrutura. Exibem propriedades
anticancerigenas, antifungicas, antiparasitarias, antihistaminicas, antihipertensoras e

antineuropaticas.

Neste trabalho foram estudadas as atividades antibacterianas e antifungicas de diferentes
séries de derivados do nucleo imidazdlico estruturalmente relacionadas. As bactérias e
fungos selecionados para a realiza¢do do estudo foram Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Candida krusei e Candida

parapsilosis.

Apenas uma das séries de compostos estudadas revelou atividade antifingica. A série A
exibiu 3 compostos ativos contra C. krusei. Os compostos 4 e 5 conseguiram inibir o
crescimento de C. krusei a 50 pg/ml. O composto 7 conseguiu inibir o crescimento a
uma concentragdo > 100 pg/ml. Nenhuma outra série apresentou atividade

antibacteriana ou antifungica contra as bactérias e leveduras testadas.

Em conclusdo, os derivados do anel imidazolico estudados revelaram potencial
terapéutico. Contudo, serdo necessarias alteracGes estruturais de modo a potenciar a sua

eficacia terapéutica.
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ABSTRACT

Antimicrobial resistance is a growing problem and represents one of the biggest
challenges in healthcare, which is why it is so important to reaserch and develop new
molecules that could be effective alternatives to treat infections, particularly those

caused by bacteria and fungi.

Imidazoles belong to the class of azoles and retain a high therapeutic potencial given the
presence of the imidazole ring in its composition. They have anticancer properties,
antifungal, antiparasitic, anti and antihypertensive and antineuropathic.

The antibacterial and antifungal activities of the imidazole derivates were screened
against Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida
albicans, Candida krusei e Candida parapsilosis.

Only a subset of compounds displayed fair activity against C. krusei. Compounds 4, 5
and 7 from the A serie were able to inhibit the growth of C. krusei. No other series
presented antibacterial or antifungal activity against bacteria and fungi tested.

In conclusion, the imidazole derivates screened in this study revealed fair therapeutic
potencial. However, structural changes are necessary in order to maximize its

therapeutic efficacy.
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Para algumas abreviaturas foi mantida a notacdo anglo-saxdnica dado o seu carater

universal, facilitando o seu reconhecimento.
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I.  INTRODUCAO

Ao longo das ultimas décadas, a resisténcia antimicrobiana converteu-se numa ameaca
crescente contra o tratamento de infecGes causadas por agentes microbianos, tornando o
tratamento dos pacientes dificil, dispendioso e por vezes, impossivel (WHO, 2014). O
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia € um processo dindmico e inerente a
todos os microrganismos. No entanto, tem vindo a ser acelerado pelo uso abusivo e
inapropriado de antimicrobianos, induzindo a emergéncia de estirpes resistentes
(D'Costa et al., 2011).

Esta problematica é ainda agravada pela lacuna na pesquisa e desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos (Ng et al., 2014). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
identificou a resisténcia antimicrobiana como um dos principais problemas para a salude
publica (Brooks e Brooks, 2014).
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1.1 RESISTENCIA AOS ANTIBACTERIANOS

A descoberta da penicilina pelo Prémio Nobel Alexander Fleming (Fleming, 1929)
iniciou um periodo de inovacdo e implementacdo de farmacos na saude humana
(D'Costa et al., 2011), representando o primeiro agente terapéutico com atividade

antibacteriana in vivo (Kardos e Demain, 2011).

No entanto, o desenvolvimento da penicilina ndo foi facil. A instabilidade quimica
tornou dificil o isolamento e caracterizacdo desta molécula e por esta razdo, o seu
estudo foi abandonado durante uma década. Foi um grupo de cientistas da Universidade
de Oxford composto por Howard W. Florey, Ernst B. Chain, Norman Heatley, Edward
Abraham e seus colegas que conseguiu isolar, caracterizar e comprovar a atividade
antibacteriana da penicilina em ratos. O desenvolvimento e producdo da penicilina
desempenhou um papel decisivo para as tropas aliadas durante a 11 Guerra Mundial uma
vez que as taxas de mortalidade reduziram drasticamente ap6s a sua introducdo (Kardos
e Demain, 2011).

Esta descoberta abriu as portas para uma era dourada no desenvolvimento de agentes
antimicrobianos e revolucionou a pratica médica, salvando milhGes de vidas. Pela
primeira vez, infecdes fatais podiam ser tratadas com recurso a antibiéticos (Cole, 2014;
Laxminarayan, 2014). O reconhecimento da importancia da penicilina impulsionou a
descoberta de novos B-lactamicos e de outras classes de antibidticos. Foi durante o
periodo de 1945 a 1960 que a maioria das classes antibacterianas (tabela 1) usadas
atualmente na pratica clinica foram descobertas, sendo que a partir da década de 60 o

ritmo de descoberta de novas classes abrandou drasticamente (Wright, 2007).

A penicilina provocou um grande impacto na salde publica e desenvolvimento
econdmico global, iniciando o uso generalizado de antibi6ticos na terapéutica. Antes da
descoberta da penicilina, a principal causa de morte em todo mundo era atribuida a

doencas infeciosas (Kardos e Demain, 2011).
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Tabela 1 Caracteristicas gerais das principais classes de antibiéticos.

Classe Subclasse Mecanismo de agéo Exemplos Referéncias
B-Lactamicos L
Penicilina G
Penicilinas Amoxicilina
. Inibigdo da biossintese do Cefoxitina (Lederberg,
Cefalosporinas . . . .
peptidoglicano na fase parietal ~ Cefotaxima 1957)
Monobactamos Aztreonam
Carbapenemos Imipenem
Aminoglicosideos Ligagdo a subunidade 30S dos .
. o (Davis, 1987;
ribossomas provocando uma Estreptomicina .
. o Shakil et al.,
leitura errada da mensagem Gentamicina
2008)

codificada no mMRNA

Quinolonas (Hooper, 2000;
o . Drlica e Zhao,
Inibigao da transcricdo e . . .
L . Ciprofloxacina 1997; Drlica,
replicacdo do DNA bacteriano .
1999; Drlica et
Fluoroquinolonas al., 2008)
Tetraciclinas (Schnappinger e
Inibicdo da sintese proteica L Hillen, 1996;
. . . Doxiciclina
por ligagéo a subunidade 30S o Roberts, 1996;
. Tigeciclina
dos ribossomas Choprae
Roberts, 2001)
Macrolidos Inibicdo da sintese proteica . o
Eritromicina (Tenson et al.,

por ligagéo a subunidade 50S
dos ribossomas

Claritromicina

2003)

Lincosamidas

Inibigdo da sintese proteica

(Tenson et al.,

por ligacéo a subunidade 50S  Clindamicina
. 2003)

dos ribossomas
Oxazolidinonas Inibic&o da sintese proteica (Leachetal.,

por ligacédo a subunidade 50S Linezolide 2011; Long e

dos ribossomas Vester, 2012)
Sulfonamidas Inibicdo competitiva do o

Sulfadiazina

PABA na sintese do acido

félico bacteriano

Sulfametoxazol

Glicopéptidos Inibicdo da sintese da parede Vancomicina (Dougherty et al.,
celular Teicoplanina 2012)
Lipopéptidos Inibic&o da sintese proteica
PoPEP Q p . . (Rybak et al.,
através da despolarizagéo da Daptomicina
2000)

membrana celular
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Contudo, desde a descoberta dos primeiros antibidticos que estes tém sido considerados
a panaceia no tratamento de infe¢des (WHO, 2014; Alanis, 2005) e o seu uso abusivo e
inapropriado acelerou a emergéncia de resisténcias (Michael et al., 2014; D'Costa et al.,
2011; Bartlett, 2011). O desenvolvimento de resisténcias limita o tempo de vida til dos
antibidticos (figura 1), resultando na necessidade constante de introducdo de novos
compostos no mercado. No entanto, o desenvolvimento de novos antibacterianos é
particularmente dificil e atualmente, a resisténcia antibacteriana estd a propagar-se mais
rapido do que a introducdo de novos antibioticos na pratica clinica (Ling et al., 2015).
Em 2013, o Centers for Disease Control (CDC) declarou que a raca humana esta

perante uma “era pds-antibidtico”, era na qual uma infecdo comum pode levar a morte

(CDC, 2013).

@ Data de descoberta Cefixima
® Data de resisténcia Linezofida
Gentamicina
Carbapeneme
Meticitina
Vancomicina
Tetraciclina
Estreptomicina
Penicilina

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

Figura 1 Sequéncia de descobertas e desenvolvimento de resisténcias de antibidticos (adaptado de (Brooks e Brooks,
2014)).

Apesar do reconhecimento desta crise atual, sdo poucos os antibiéticos que tém sido
langados no mercado (Wright, 2015). Uma lacuna na inovagao € a expressao mais usada
para descrever a falta de antibidticos introduzidos na pratica clinica desde meados dos
anos 60 (Bassetti et al., 2013).

Os principais microrganismos envolvidos no processo de resisténcia sao Enterococcus

faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii,
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Pseudomonas aeruginosa, e algumas espécies da familia Enterobacteriaceae (Bassetti
etal., 2013).

1.1.1 Staphylococcus aureus

S. aureus é uma bactéria Gram-positivo (Kuroda et al., 2001) identificada como um
importante agente patogenico humano (Kluytmans et al., 1997). S. aureus pode causar
uma grande variedade de infecOes, sendo as mais comuns as da pele, tecidos moles e
bacteriemias. E a causa mais comum de infecbes em feridas pos-operatdrias (WHO,
2014; Naber, 2009).

Embora considerada patogénica, podem existir individuos portadores assintomaticos
uma vez que S. aureus pode, por vezes, fazer parte da flora comensal humana
(Chambers e DeLeo, 2009; Williams, 1963; Wertheim et al., 2005; van Belkum et al.,
2009). As narinas e a garganta séo os locais mais frequentes de colonizagdo (Esposito et
al., 2014). Os portadores de S. aureus funcionam como reservatorios, promovendo uma
ampla disseminacdo da bactéria dado que a transmissdo se da principalmente por

contacto direto (Moellering, 2011; Sivaraman et al., 2009).

A primeira resisténcia foi identificada em meados dos anos 40 com o aparecimento de
S. aureus resistentes a penicilina em ambiente hospitalar. A introducdo de meticilina na
pratica médica marcou uma segunda onda de resisténcias (Chambers e DelLeo, 2009),
sendo que os primeiros relatos de S. aureus meticilino-resistentes (MRSA) foram
publicados em 1961 (Jevons, 1961). Desde o seu aparecimento que tém sido associadas
a infecBes nosocomiais (DeLeo et al., 2010). No entanto, a emergéncia de estirpes
MRSA adquiridas na comunidade tem aumentado significativamente ao longo da Gltima
década (WHO, 2014; ECDC, 2014).

O mecanismo de resisténcia nas estirpes MRSA esta associado a aquisi¢cdo de uma
penicillin-binding protein (PBP) alterada - PBP,, - capaz de tornar estas estirpes
resistentes a todos os antibioticos B-lactdmicos (Georgopapadakou et al., 1982; Hartman
e Tomasz, 1984).

Elevadas taxas de MRSA implicam o uso de farmacos de segunda linha no seu
tratamento e profilaxia. Estes sdo mais dispendiosos e possuem efeitos adversos mais

severos (WHO, 2014). Por esta razdo, MRSA continua a ser um grande problema para a
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salde publica em todo o mundo (Rodvold e McConeghy, 2014). A vancomicina passou,
deste modo, a ser o fa&rmaco de elei¢do no tratamento de infecGes causadas por estirpes
MRSA (Maple et al., 1989). O seu uso continuo conduziu, mais uma vez, a emergéncia
de resisténcias (Gardete e Tomasz, 2014). As primeiras estirpes S. aureus com baixa
suscetibilidade a vancomicina foram descritas no Japdo em 1997 (Hiramatsu et al.,
1997), consequéncia do uso prolongado de vancomicina em pacientes com infecOes
causadas por estirpes MRSA (Gardete e Tomasz, 2014). Em 2002, foram descritas pela

primeira vez estirpes resistentes a vancomicina (Vancomycin-ResistantS. aureus,

VRSA) (Chang et al., 2003).

Embora se tenha verificado uma diminuigdo das taxas de MRSA de origem nosocomial
em Vvarios paises europeus, Portugal apresenta uma taxa de 46,8%, sendo o terceiro pais
com a taxa mais elevada em 2013 (figura 3) (ECDC, 2014). Portugal apresenta também
uma elevada prevaléncia de estirpes MRSA adquiridas em ambiente comunitario
(21,6%) (ECDC, 2014; Conceicéo et al., 2013; Tavares et al., 2013).

Apesar de serem raras as infe¢fes causadas por estirpes VRSA, com apenas alguns
casos confirmados em todo o mundo, o primeiro caso relatado na Europa foi em
Portugal (Melo-Cristino et al., 2013).

<%
ER1%t0c5%
=15% 0 < 10%
I 10% to ¢ 25%
. 25% to ¢ 50%
. = 50%

=3 No data reparted or less than 10 isolates
[ Not included

Non-visible countries / —

= s
3 Liechtenstein .
3 Luxembourg N
- Malta _/ A

Figura 2 Staphylococcus aureus. Percentagem (%) de isolados resistentes a meticilina (MRSA) por pais, 2013.
(Adaptado de (ECDC, 2014)).
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1.1.2 Escherichia coli

E. colié uma bactéria Gram-negativo que pertence a flora comensal do intestino
humano (Ibrahim et al., 2014). No entanto, pode causar infe¢cdo, uma vez que existem
estirpes patogenicas (Kaper et al., 2004) capazes de causar uma grande variedade de
infecdes (Croxen et al., 2013). E. coli é a causa mais comum de infecdes do trato
gastrointestinal, urinario e de bacteriemias. Pode também originar meningite em

neonatos, infecGes intra-abdominais e infecdes da pele e tecidos moles (WHO, 2014).

Os antibidticos B-lactamicos integram uma das principais escolhas terapéuticas no
tratamento de infecdes por E. coli (Allocati et al., 2013). A producdo de pB-lactamases,
enzimas capazes de hidrolisar o anel B-lactdmico, constitui o principal mecanismo de
resisténcia de E. coli a antibidticos B-lactamicos (Pitout, 2012; Allocati et al., 2013),
sendo que os genes que codificam estas enzimas se encontram em plasmideos,
importantes mediadores na transferéncia de resisténcias (Allocati et al., 2013). Existem
diversos tipos de p-lactamases (Poirel et al., 2012), destacando-se as B-lactamases de
espectro alargado (Extended-Spectrum p-Lactamases; ESBLS), descritas pela primeira
vez em 1983 (Knothe et al., 1983). Sdo capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas
e monobactamicos mas nao os carbapenemos (Pitout, 2012), e sdo inibidas por
inibidores de p-lactamases como o &cido clavulanico, sulbactamo e tazobactano (Pitout,
2010). As familias de ESBLs mais prevalentes sdo do tipo TEV, SHV e CTX, sendo
que as enzimas CTX-M sdo as ESBLS mais prevalentes em E. coli. Estas novas
enzimas vieram depor as cefalosporinas de terceira geracdo, que haviam sido
desenvolvidas com o intuito de ultrapassar resisténcias causadas pelas p-lactamases.
Né&o sé eram eficazes contra a maioria dos microrganismos produtores de p-lactamases
como possuiam menos efeitos adversos (Paterson e Bonomo, 2005; van der Bij e Pitout,
2012).

A disseminacdo de estirpes de E. coli resistentes a cefalosporinas de terceira geragéo
limita as opcOes de tratamento. Os carbapenemos constituem o tratamento de escolha
em infecBes provocadas por bactérias produtoras de ESBLs (WHO, 2014). No entanto,
0 uso deste antibiotico com largo espectro de acdo aumenta os custos de tratamento e
estimula a disseminagé@o de estirpes produtoras de carbapenemases, uma familia de -

lactamases muito versatil, capaz de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas,
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monobactamos e carbapenemos, ou seja, conferindo resisténcia a todos os antibidticos

B-lactdmicos atualmente disponiveis (Queenan e Bush, 2007).

Na Europa existe uma elevada prevaléncia de ESBLs desde que estas foram descritas
em 1983. Portugal possui uma taxa de 14,9% de E. coli resistentes a cefalosporinas de
terceira geragdo (figura 3), sendo um dos paises europeus com taxas mais elevadas de
ESBLs (92,1%) (Machado et al., 2013; ECDC, 2014).

TR 4 Qry
1% to < 5% . \“aj’
5%t < 10% q & :J

B 10% to ¢ 25% - A

- 25% to <50% ; . W

- 50%

=3 No data reported or less than 10 isolates
[ Not included

Non-visible countries
1 Liechtenstein
= Luxembourg
= Malta

Figura 3 Escherichia coli. Percentagem (%) de isolados resistentes a cefalosporinas de terceira geragédo por pais,
2013. (Adaptado de (ECDC, 2014)).

1.1.3 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa é uma bactéria Gram-negativo (Stover et al., 2000) de natureza ubiqua,
estando presente no solo, agua, plantas e animais (Andonova e Urumova, 2013). Este
fator determina em grande parte 0 sucesso desta bactéria como patogénica oportunista.
P. aeruginosa tem preferéncia por ambientes hiumidos (Kerr e Snelling, 2009) e pode
causar uma grande variedade de infecGes, especialmente em individuos
imunocomprometidos (Balasubramanian et al., 2013). Por conseguinte, as infecdes mais
graves sdo registadas principalmente em ambiente hospitalar e incluem bacteriemia,

pneumonia, infegdes do trato urinario e infegdes da pele (Kerr e Snelling, 2009; Lister et

8
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al., 2009). P. aeruginosa é também a principal causa de infecdes respiratorias em
individuos hospitalizados (Gellatly e Hancock, 2013), sendo a principal responsavel por
infecBes cronicas e mortalidade em pacientes com fibrose cistica (Sharma et al., 2014;
Valderrey et al., 2010).

P. aeruginosa possui multiplos mecanismos de resisténcia intrinsecos que determinam a
sua patogenicidade. A presenca de bombas de efluxo, baixa permeabilidade da
membrana, versatilidade metabolica, producdo de multiplos fatores de viruléncia e
capacidade de formacéo de biofilmes sdo alguns desses mecanismos (Balasubramanian
et al., 2013; Nadal Jimenez et al., 2012). Deste modo, P. aeruginosa representa um
grande desafio terapéutico, sendo que a selecdo do antibidtico mais apropriado é
essencial para o sucesso da terapéutica (Kang et al., 2005; Lodise et al., 2007).
Infelizmente, a selecdo da terapéutica mais adequada é dificil, dada a resisténcia

intrinseca que esta bactéria possui a varios antibidticos (Lister et al., 2009).

Elevadas percentagens de estirpes resistentes tém sido verificadas nos ultimos anos em
varios paises europeus (figura 4), um facto preocupante uma vez que P. aeruginosa é
intrinsecamente resistente a varios antibidticos e qualquer resisténcia adquirida limita

gravemente as opcoes terapéuticas (ECDC, 2014).

=35%1t %
[ 10% to ¢ 25%
. 25% to < 50%

= 50%

=23 No data reported or less than 1o isolates
[ Not included

Non-visible countries
23 Liechtenstein
3 Luxembourg
3 Malta

Figura 4 Pseudomonas aeruginosa. Percentagem (%)de isolados resistentes com resisténcia combinada (resisténcia
a 3 ou mais antibidticos incluindo piperacilina+tazobactano, ceftazidina, fluoroquinolonas, aminoglicosideos e
carbapenemos) por pais, 2013. (Adaptado de (ECDC, 2014)
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1.2 RESISTENCIA AOS ANTIFUNGICOS

No inicio do seculo XX as infecBes, uma importante causa de mortalidade em todo o
mundo, eram maioritariamente atribuidas as bactérias (Srinivasan et al., 2014). Em
contraste, as infecBes fungicas eram muito pouco comuns. Foi desde a introducdo dos
antibioticos na pratica médica que se comegcou a observar um drastico aumento de
infecBes fangicas. Atualmente representam uma ameaca global para a satde publica. O
aumento da incidéncia de infecbes fungicas foi influenciado pelo niUmero crescente de
casos de imunodeficiéncia relacionados com a infecdo pelo Virus da Imunodeficiéncia
Humana (VIH) e com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), cancro,
transplantes de Orgdos, procedimentos cirdrgicos invasivos, diabetes, fibrose cistica,

entre muitos outros (Srinivasan et al., 2014; Eliopoulos et al., 2002; Maertens, 2004).

Até aos anos 40, eram poucos os farmacos disponiveis para o tratamento de infecGes
fangicas sistémicas (Maertens, 2004). O desenvolvimento dos polienos representou uma
grande evolucdo terapéutica. A anfotericina B, embora sendo o farmaco de primeira
linha no tratamento de infecBes graves, estava associada a muitos efeitos secundarios e a
nefrotoxicidade (Maertens, 2004). A procura de novos compostos com atividade
antifingica com menor toxicidade levou a descoberta de novas classes de antifingicos
(tabela 2). Os azois representaram um novo avango na terapéutica, uma vez que 0
desenvolvimento do cetoconazol permitiu, pela primeira vez, o tratamento de infecdes
sistémicas por via oral (Maertens, 2004). As equinocandinas também assumiram um
papel importante uma vez que surgiram como 0 primeiro composto a inibir a sintese da

parede celular fungica. (Lee et al., 2012).

Infelizmente, o uso massivo de antifingicos na profilaxia e tratamento de infecGes
conduziu a emergéncia de resisténcias. O desenvolvimento de novos compostos é, deste
modo, essencial para a gestdo da resisténcia associada a terapéutica antiflngica
(Alexander e Perfect, 1997).

Embora Candida albicans continue a ser a causa mais comum de infe¢fes fungicas,
desde os anos 80 que outras espécies ndo-albicans como C. krusei e C. parapsilosis tém
sido cada vez mais associadas a infe¢des (Hof, 2008; Trofa et al., 2008; Pfaller et al.,
2008a).
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Classe Subclasse Mecanismo de acéo Exemplos Referéncias
Alilaminas Inibicdo da sintese do ergosterol o (Sakai et al.,
) ] Naftifina
através da enzima esqualeno o 2011; Odds et
. Terbinafina
epoxidase al., 2003)
Antimetabolitos (Vermes et
Inibicéo da sintese do DNA e o al., 2000;
Flucitosina
RNA Odds et al.,
2003)
Azbis Inibigdo da enzima 14 a-
. ] Cetoconazol (Hof, 2008;
Imidazéis desmetilase dependente do
. 3 Odds et al.,
citocromo P450, com supressao
o . Fluconazol 2003)
Triazobis da sintese do ergosterol
Equinocandinas Inibi¢do da sintese do B-1,3-D-
glucano, impedindo a sintese da . (Hakki et al.,
) o Caspofungina
parede e conduzindo a lise da 2006)
célula fangica
Polienos Ligacdo ao ergosterol e
consequente alteracdo das o (Odds et al.,
. Anfotericina B
funcBes da membrana 2003)

citoplasmética

1.2.1 Candida albicans

C. albicans é um fungo colonizador do trato gastrointestinal, da pele e do trato

geniturinario (Rosenbach et al., 2010). A maior parte das infe¢bes causadas por C.

albicans surge em individuos previamente colonizados e com um sistema imune

comprometido. Deste modo, a colonizacdo é geralmente aceite como um fator de risco

(Rosenbach et al., 2010; Wiesner et al., 2001). C. albicans pode causar infe¢Oes

superficiais como candidiase oral ou vaginal e infeces sistemicas, como candidemia
(Mathé e Van Dijck, 2013; WHO, 2014). As infecOes sistémicas causadas por este
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fungo estdo, normalmente, associadas a elevadas taxas de mortalidade mesmo nos casos

em que sdo usados farmacos de primeira linha no seu tratamento (Mayer et al., 2013).

Sdo varios os fatores de viruléncia associados a C. albicans. A formacéo de biofilmes é
um desses mecanismos, conferindo resisténcia a antifingicos e a desinfetantes. A
formacéo de biofilmes por C. albicans ocorre em diversas fases. A primeira fase
envolve a adesdo do microrganismo a uma superficie. Esta fase é seguida de um periodo
de crescimento celular, onde ha a formacdo do biofilme. A Gltima fase consiste na
producdo de hifas, sendo que as células ficam contidas numa matriz extracelular
(Holland et al., 2014). A sua capacidade de dimorfismo é outro importante fator de
viruléncia. Este fungo pode crescer na sua forma filamentosa ou em levedura consoante
0 ambiente a que estd exposto. Possui ainda uma grande capacidade de adesdo a outros
microrganismos, superficies ou hospedeiros através da producdo de adesinas e
hidrolases. E resistente a variagdes de pH, conseguindo colonizar varios locais do
organismo humano onde o pH varia deste o alcalino até ao &cido. O conjunto de todos
estes fatores contribui para a patogenicidade deste fungo (Mayer et al., 2013; Calderone
e Fonzi, 2001).

Os farmacos mais usados no tratamento de infecdes sistémicas por C. albicans eram
normalmente os azdis e os polienos (Song et al., 2004). Atualmente, o tratamento de
infecdes por C. albicans é feito, preferencialmente, com recurso aos azolis e
equinocandinas (Neves et al., 2014; WHO, 2014). A administracdo continua destes
farmacos no tratamento e profilaxia de infe¢des exerceu um impacto muito negativo no
panorama terapéutico atual dada a emergéncia de resisténcias, um problema grave e
crescente. Os azo6is atuam na enzima 14 a-desmetilase (Ergllp), produto do gene
ERG11. Os mecanismos de resisténcia aos azois identificados incluem alteracbes no
gene ERG11 e a expresséo de genes (CDR1, CDR2 e MDR1) que codificam bombas de
efluxo, conferindo resisténcia a este grupo terapéutico (Song et al., 2004; White et al.,
2002). C. albicans é também resistente a polienos, nomeadamente a anfotericina B
(Costa et al., 2014; Vale-Silva et al., 2012).

Em Portugal s&o poucos os dados existentes sobre a epidemiologia de C. albicans.
Contudo, é sabido que é a espécie mais frequentemente identificada (Correia et al.,
2004; Alves et al., 2014).
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1.2.2 Candida krusei

Durante os ultimos anos, tem-se vindo a observar um aumento significativo de espécies
ndo-albicans patogénicas. C. krusei é patogénica, causando infe¢do especialmente em
individuos com neoplasias hematoldgicas (Ricardo et al., 2014). As taxas de
mortalidade associadas a C. krusei sdo muito elevadas uma vez que este fungo é
intrinsecamente resistente ao fluconazol, exibindo também baixas suscetibilidades a
anfotericina B, cetoconazol e flucitosina (Pfaller et al., 2008a). Esta caracteristica é
preocupante dado que o fluconazol é um dos antifingicos mais usados, sendo
geralmente bem tolerado e exibindo poucos efeitos adversos (Ricardo et al., 2014;
Lamping et al., 2009).

Os mecanismos que conferem resisténcia intrinseca ao fluconazol resultam da
combinacdo de dois fatores: a baixa sensibilidade que a enzima Ergllp, o alvo
terapéutico dos azois, apresenta em C. krusei ao fluconazol e a continua expressdo de
genes que codificam a bomba de efluxo Abclp. A atividade das bombas de efluxo
influencia significativamente a acumulagdo de farmaco intracelular, contribuindo para a

resisténcia ao fluconazol (Fukuoka et al., 2003; Orozco et al., 1998).

Estas caracteristicas representam um verdadeiro dilema terapéutico, reduzindo as
opcdes terapéuticas disponiveis. Novas moléculas como o voriconazol foram
desenvolvidas, exibindo carateristicas farmacocinéticas mais eficazes e amplos
espectros de acdo. No entanto, ja foram observadas estirpes resistentes a estes farmacos
(Ricardo et al., 2014; Lamping et al., 2009; Pfaller et al., 2008a).

1.2.3 Candida parapsilosis

C. parapsilosis é um fungo que faz parte da flora comensal da pele humana. Tem vindo
a ganhar cada vez mais atencdo por parte da comunidade cientifica dado o aumento da
sua incidéncia como agente patogénico (Pfaller et al., 2008b). As taxas de mortalidade
associadas a C. parapsilosis sdo elevadas, causando infecGes principalmente em
neonatos e jovens adultos (Pfaller et al., 2008b). As espécies de Candida responsaveis

por candidemias passaram a ser também associadas a C. parapsilosis, chegando a tomar
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a vez de C. albicans em varios paises europeus (Sarvikivi et al., 2005; Pfaller et al.,
2001). Este fungo esta normalmente relacionado com a utilizacdo de cateteres uma vez
que possui uma grande capacidade em formar biofilmes (Ruzicka et al., 2007). Os
biofilmes sdo definidos como comunidades microbianas estruturadas que se ligam a
uma superficie através da producdo de uma matriz extracelular. Este mecanismo
permite, desta forma, resisténcia a agentes terapéuticos uma vez que impede a
penetracdo dos mesmos (Mathé e Van Dijck, 2013; Flevari et al., 2013; Wu et al.,
2015). Os fatores de risco estdo, deste modo, associados ao nascimento prematuro de
bebés, intubacdo, nutricdo parentérica, hospitalizacdo prolongada e uso de antibioticos

de espetro alargado (Sarvikivi et al., 2005).

Ao contrério das infecdes causadas por C. albicans, infeces por C. parapsilosis podem
ocorrer sem colonizacdo prévia e sdo frequentemente transmitidas horizontalmente. As
maos dos profissionais de salde sdo 0s principais “meios” na transmissao deste fungo
(Trofa et al., 2008).

Embora C. parapsilosis ndo seja particularmente propensa ao desenvolvimento de
resisténcias, ja foram identificadas diminuices na suscetibilidade no grupo dos azdis e
das equinocandinas (Silva et al., 2009; Pfaller et al., 2008b). Dado que o fluconazol é o
agente terapéutico mais frequentemente administrado, a emergéncia de resisténcias a

este farmaco é um fator de grande preocupacdo (Grossman et al., 2015).

Em Portugal, a incidéncia de infe¢Ges por C. parapsilosis € muito elevada (Silva et al.,
2009; Costa-de-Oliveira et al.,, 2008). Portugal apresenta também baixas
suscetibilidades ao fluconazol e a equinocandinas. A combinacdo da diminuicdo de
suscetibilidades com a capacidade de formacdo de biofilmes de C. parapsilosis é
preocupante. Em 50% das infecBes detetadas, a causa mais comum foi atribuida ao uso
de cateteres (Costa-de-Oliveira et al., 2008; Silva et al., 2009).
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1.3 IMIDAZOIS

Os azdis sdo os antifungicos mais usados na préatica clinica e, consequentemente, 0s
mais estudados pela comunidade cientifica desde a sua descoberta em 1840. O primeiro
imidazol foi sintetizado em 1944 por Wooley mas sé em 1958 é que esta classe de
antifungicos comecou a gerar interesse na comunidade cientifica. No final dos anos 60,
trés novos imidazdis foram desenvolvidos (clotrimazol, econazol e miconazol) e
introduzidos na prética clinica. Contudo, eram restritos a uso externo dada a sua elevada
toxicidade quando administrados oralmente. Em 1968 foi desenvolvido o miconazol, o
primeiro antifingico administrado por via parental. Dada a sua elevada toxicidade, o seu
uso foi descontinuado. Em 1981 surgiu o cetoconazol, sendo durante uma década o

farmaco de primeira linha no tratamento de infecdes sistémicas (Maertens, 2004).

Os azdis sdo moléculas organicas ciclicas, estando divididas em dois grupos distintos
com base no numero de nitrogénios presentes no anel azélico — os imidazois possuem

dois atomos de nitrogénio, enquanto que os triazdis possuem trés (Fromtling, 1988).

O anel imidazélico é um heterociclo anfotérico altamente polar contendo dois atomos de
hidrogénio. Existe em duas formas isoméricas (tautdbmeros), nas quais o hidrogénio
pode ligar-se a qualquer um dos nitrogenios. Estas caracteristicas estruturais sdo muito
benéficas uma vez que permitem a ligacdo dos imidazdis a uma grande variedade de
enzimas e recetores bioldgicos. Para além disso, o anel imidazoélico estd presente num
grande nimero de biomoléculas do organismo humano como a histamina, vitamina
B12, acido desoxirribonucleico e a hemoglobina, revelando o seu papel vital em varias
atividades biologicas. A presenca deste anel noutras moléculas permite ainda 0 aumento
da sua solubilidade gracas a presenca dos dois atomos de nitrogénio. Deste modo, a
incorporacdo deste anel representa uma estratégia importante no que diz respeito a
descoberta de novos compostos (Ribeiro et al., 2014). As propriedades dos derivados do
imidazol sdo muito variadas, desde anticancerigenas, antifungicas, antiparasitarias,

antihistaminicas, antihipertensoras e antineuropaticas (Zhang et al., 2014).

Todas estas caracteristicas demonstram o enorme potencial terapéutico dos derivados do
imidazol, encorajando a pesquisa e desenvolvimento de novas moléculas (Zhang et al.,
2014).
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Os imidazois inibem a sintese do ergosterol atraves da inibicdo da Ergllp. Esta enzima
faz parte do citocromo P450 e est4 envolvida na sintese da membrana celular fangica.
Os azois ligam-se ao grupo heme desta enzima e inibem a oxidacdo do lanosterol em
ergosterol, resultando na reducdo da estabilidade da membrana, afetando a sua
integridade. Este mecanismo interfere com o transporte de nutrientes, impedindo a

replicacdo das células fungicas (Hof, 2008).
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Il. OBJETIVOS

O estudo realizado teve como principal objetivo testar a atividade antimicrobiana de
novos compostos derivados do imidazol, uma vez que a pesquisa de compostos que
possam constituir alternativas a terapéutica atual é considerada um dos eventos mais

significativos relacionados com a salde nos tempos modernos.
Nesse sentido, este estudo teve como principais objetivos:

e Estudo da atividade antimicrobiana de derivados do imidazol
a) Avaliacdo da atividade antibacteriana e antiflngica dos compostos

b) Selecdo do(s) composto(s) lider
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I1l. MATERIAIS E METODOS

3.1 COMPOSTOS A TESTAR

Os compostos testados foram sintetizados, identificados e cedidos pela Professora
Doutora Alice Dias do Centro de Quimica da Escola de Ciéncias da Universidade do
Minho.

Dado que a sintese dos compostos ainda ndo foi publicada, por uma questdo de

confidencialidade, a sua estrutura ndo sera apresentada.

Todos os compostos testados foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO)
(AppliChem, Darmstadt, Alemanha) de forma a obter uma solu¢do stock com uma

concentracdo de 10 mg/ml, sendo mantidos a -20°C até a realizagdo dos ensaios.

3.2 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO MINIMA INIBITORIA (CMI)

3.2.1 Avaliacao da atividade antibacteriana

As bactérias testadas foram Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Escherichia coli
(ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) pertencentes a colecdo do
CEBIMED da Universidade Fernando Pessoa. Foram mantidas a - 70°C e repicadas em
meio Mueller-Hinton agar (MH I1) (Liofilchem, Italia) usando-se sempre culturas com

24h de crescimento para cada ensaio.

A avaliacdo da CMI foi efetuada através do método de microdiluicdo em caldo de
acordo com a norma do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) M7-A6
(CLSI, 2008a).

As solugdes stock foram diluidas em meio MH Il de modo a obter concentragdes

seriadas de 1:2 dos compostos de 100 pg/ml a 1,6 pg/ml.
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A concentracdo das suspensdes de bactérias foi ajustada de modo a que cada pogo

contivesse 1 x 10* — 5 x 10* UFCs/ml de meio de cultura.

Foram ainda incluidos os controlos: positivo (meio de cultura inoculado), negativo

(meio de cultura) e controlo do composto (meio de cultura com composto).

Apbs a adicdo do microrganismo ao composto, as placas de 96 pocos de fundo plano
(Orange Scientic) foram incubadas a 37°C procedendo-se a leitura visual dos resultados

apos 24h, sendo avaliada a presenca de turvacao (crescimento) ou auséncia total desta.

A CMI foi definida como a concentracdo mais baixa a que néo se verificou crescimento

bacteriano, por detecédo visual.

Como controlo de qualidade foi usada E. coli ATCC 25922 e a gentamicina, de acordo

com as normas.

3.2.2 Avaliacdo da atividade antifingica

As leveduras testadas foram Candida albicans (ATCC 10231), Candida krusei (ATCC
6258) e Candida parapsilosis (ATCC 2209) pertencentes a cole¢cdo do CEBIMED da
Universidade Fernando Pessoa. Foram mantidas a - 70°C e repicadas em meio
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Liofilchem) usando-se sempre culturas com 24h de

crescimento para cada ensaio.

A avaliacdo da CMI foi efetuada através do método de microdiluigdo em caldo de
acordo com a norma do CLSI M27-A3 (CLSI, 2008b).

As solucdes stock dos compostos foram diluidas em meio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 (Sigma-Aldrich, Estados Unidos da América) suplementado com
3-(N-morpholino)propansulfonic acid (MOPS) (Sigma-Aldrich, Bélgica) de modo a

obter concentraces seriadas de 1:2 dos 100 pg/ml até aos 1,6 pg/ml.

A concentracdo das suspensdes de leveduras foi ajustada de modo a que cada pogo

contivesse 0,5 x 10° - 25 x 10° UFCs/ml de meio de cultura.

Foram ainda incluidos os controlos: positivo (meio de cultura inoculado), negativo

(meio de cultura) e controlo do composto (meio de cultura com composto).
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Apbs a adicdo do microrganismo ao composto as placas de 96 pocos de fundo plano
foram incubadas a 37°C procedendo-se a leitura visual dos resultados ap6s 48h, sendo
avaliada a presenca de turvagao (crescimento) ou auséncia total desta.

A CMI foi definida como a concentragdo mais baixa a que néo se verificou crescimento

das leveduras, por detecdo visual.

Como controlo de qualidade foram usadas C. parapsilosis ATCC 90018 e fluconazol, e

C. krusei ATCC 6258 e cetoconazol, de acordo com as normas.
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3.3 DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO MINIMA LETAL (CML)

3.3.1 Avaliacéo do efeito bactericida/bacteriostatico

A determinacdo da concentragdo minima letal foi baseada na técnica descrita por
(Cantdn et al., 2003) e (Cavaleiro et al., 2015).

Apos a leitura da CMI, foram retirados 25 pl do conteldo de cada poco depois da sua
homogeneizacdo e inoculou-se em placa de MH Il agar. A microplaca foi incubada a
37°C durante 24h.

Os compostos que ndo foram capazes de inibir o crescimento das bactérias foram
definidos como bacteriostaticos e aqueles capazes de inibir o seu crescimento por

detecdo visual foram definidos como bactericidas.

3.3.2 Avaliacdo do efeito fungicida/fungistatico

A determinacdo da concentragdo minima letal foi baseada na técnica descrita por
(Cantdn et al., 2003) e (Cavaleiro et al., 2015).

Apos a leitura da CMI, retirou-se 25 ul do conteldo de cada poco depois da sua
homogeneizacdo e inoculou-se em placa de SDA. A microplaca foi incubada a 37°C
durante 24h.

Os compostos que ndo foram capazes de inibir o crescimento das leveduras foram
definidos como fungistaticos e aqueles capazes de inibir o seu crescimento por detecédo

visual foram definidos como fungicidas.
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IV. RESULTADOS

4.1 DETERMINACAO DA CMI

4.1.1 Avaliacéo da atividade antibacteriana

Foi avaliada a atividade antibacteriana de 3 séries de compostos estruturalmente
relacionados (Tabela 3, 4 e 5), no crescimento de uma bactéria de Gram-positivo (S.

aureus) e duas bactérias Gram-negativo (E. coli e P. aeruginosa).

SERIE A

do imidazol A.

Composto CMI pg/mi

S. aureus E. coli P.aeruginosa
ATCC 29213  ATCC 25922  ATCC 27853

1 >100 >100 >100

2 >100 >100 >100

3 >100 >100 >100

4 >100 >100 >100

5 >100 >100 >100

6 >100 >100 >100

7 >100 >100 >100

Resultados obtidos a partir de pelo menos 2 ensaios independentes realizados em
duplicado.

Nenhum dos compostos da serie A testados foi capaz de inibir o crescimento das

bactérias selecionadas, mesmo quando testados a concentra¢Ges de 100 pg/ml.
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SERIE B

Tabela 4 Atividade antibacteriana, definida como concentracdo minima inibitéria (CMI), para a série de derivados
do imidazol B.

Composto CMI pg/ml

S. aureus E. coli P.aeruginosa

ATCC 29213  ATCC 25922  ATCC 27853
1 >100 >100 >100
2 >100 >100 >100
3 >100 >100 >100
4 >100 >100 >100
5 >100 >100 >100
6 >100 >100 >100
7 >100 >100 >100
8 >100 >100 >100
9 >100 >100 >100
10 >100 >100 >100
11 >100 >100 >100

Resultados obtidos a partir de pelo menos 2 ensaios independentes realizados em
duplicado.

Nenhum dos compostos da série B testados foi capaz de inibir o crescimento das

bactérias selecionadas, mesmo quando testados a concentracfes de 100 pg/ml.
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SERIE C

Tabela 5 Atividade antibacteriana, definida como concentracdo minima inibitéria (CMI), para a série de derivados
do imidazol C.

Composto CMI pg/ml
S. aureus E. coli P.aeruginosa
ATCC 29213  ATCC 25922  ATCC 27853
1 >100 >100 >100
2 >100 >100 >100
3 >100 >100 >100
4 >100 >100 >100
5 >100 >100 >100
6 >100 >100 >100
7 >100 >100 >100
8 >100 >100 >100

Resultados obtidos a partir de pelo menos 2 ensaios independentes realizados em
duplicado.

Nenhum dos compostos da série C testados foi capaz de inibir o crescimento das

bactérias selecionadas, mesmo quando testados a concentragdes de 100 pg/ml.
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4.1.2 Avaliacdo da atividade antifungica

Foi avaliada a atividade antifingica de 3 séries de compostos estruturalmente
relacionados (Tabela 6, 7 e 8), no crescimento de 3 leveduras do género Candida (C.

albicans C. krusei e C. parapsilosis).

SERIE A

Tabela 6 Atividade antifingica, definida como concentracdo minima inibitdria (CMI), para a série de derivados do
imidazol A.

Composto CMI pg/mi

C. albicans C.krusei C. parapsilosis
ATCC 10231 ATCC 6258 ATCC 22019

1 >100 >100 >100

2 >100 >100 >100

3 >100 >100 >100

4 >100 50 >100

5 >100 50 >100

6 >100 >100 >100

7 >100 >100 >100

Resultados obtidos a partir de pelo menos 2 a 3 ensaios independentes realizados em
duplicado.

Dos compostos testados da série A, 3 exibiram atividade antifungica, sendo C. krusei a
espécie a apresentar maior sensibilidade a esta série. Os compostos 4 e 5 inibiram o
crescimento de C. krusei a 50 pg/ml e o composto 7 inibiu o crescimento a uma
concentracdo de 100 pg/ml. Todos os outros compostos ndo foram capazes de inibir o

crescimento das leveduras selecionadas, mesmo quando testados a concentragdes de 100

pg/ml.
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SERIE B

Tabela 7 Atividade antifingica, definida como concentragdo minima inibitdria (CMI), para a série de derivados do
imidazol B.

Composto CMI pg/ml

C. albicans C.krusei C. parapsilosis

ATCC 10231 ATCC 6258 ATCC 22019
1 >100 >100 >100
2 >100 >100 >100
3 >100 >100 >100
4 >100 >100 >100
5 >100 >100 >100
6 >100 >100 >100
7 >100 >100 >100
8 >100 >100 >100
9 >100 >100 >100
10 >100 >100 >100
11 >100 >100 >100

Resultados obtidos a partir de pelo menos 2 ensaios independentes realizados em
duplicado.

Nenhum dos compostos da série B testados foi capaz de inibir o crescimento das

leveduras selecionadas, mesmo quando testados a concentracdes de 100 pg/ml.
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SERIE C

Tabela 8 Atividade antiflingica, definida como concentragdo minima inibitdria (CMI), para a série de derivados do
imidazol C.

Composto CMI pg/ml
C. albicans C.krusei C. parapsilosis
ATCC 10231 ATCC 6258 ATCC 22019
1 >100 >100 >100
2 >100 >100 >100
3 >100 >100 >100
4 >100 >100 >100
5 >100 >100 >100
6 >100 >100 >100
7 >100 >100 >100
8 >100 >100 >100

Resultados obtidos a partir de pelo menos 2 ensaios independentes realizados em
duplicado.

Nenhum dos compostos da série C testados foi capaz de inibir o crescimento das
leveduras selecionadas, mesmo quando testados a concentragdes de 100 pg/ml.
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4.2 DETERMINACAO DA CML

4.2.1 Avaliacéo do efeito fungicida/fungistatico

A atividade fungicida/fungistatica foi avaliada nos compostos que demonstraram

atividade antifingica (Tabela 9).

Tabela 9 Atividade antiflngica, definida como concentragdo minima inibitoria e concentracdo minima letal, para os
compostos A4, 5e 7 em C. krusei.

Composto Espécie CMI pg/ml CML pg/ml
A4 50 ND
A5 C. krusei 50 100
A7 >100 100

ND — Nao Determinado

Resultados obtidos a partir de pelo menos 2 a 3 ensaios independentes realizados em
duplicado.

Os compostos A5 e A7 revelaram atividade fungicida a uma concentragdo de 100

pg/ml.
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V. DiscussAo

A emergéncia de resisténcias aos agentes antimicrobianos estd a propagar-se mais
rapido do que a introducdo de novos compostos na pratica clinica, expondo deste modo,

uma crise de saude publica (Brooks e Brooks, 2014; Iscla et al., 2015).

A pesquisa de novos compostos com atividade antibacteriana e antifungica é essencial e
tem como principal objetivo desenvolver terapias alternativas, que demonstrem

seguranga para o organismo humano e eficécia terapéutica.

Neste estudo pretendeu-se determinar a atividade antimicrobiana de 3 séries de
compostos derivados do imidazol estruturalmente relacionados, dado o elevado
potencial terapéutico que esta classe de azois apresenta. O método usado para proceder
a avaliacdo da atividade antimicrobiana foi o método de microdiluicdo em caldo de

acordo com as normas do CLSI.

A atividade antibacteriana foi testada em E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, 3 das
principais bactérias envolvidas no panorama de resisténcias atual. A atividade
antifangica foi testada em C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis, 3 leveduras com
grande relevancia clinica e que apresentam também resisténcias a terapia antifngica

atual.

A série A apresentou 3 compostos ativos contra C. krusei. Os compostos 4 e 5
conseguiram inibir o crescimento do fungo a 50 pg/ml (CMI 50 pg/ml). Para o
composto A7, na maioria das experiencias realizadas a CMI foi definida a 100 pg/ml.
No entanto, em algumas experiencias houve um ligeiro crescimento detetavel por leitura

visual a 100 pg/ml, pelo que a CMI foi definida como > 100 pg/ml.

Todos os outros compostos testados foram incapazes de inibir tanto o crescimento dos
fungos como o das bactérias, revelando que sdo necessarias alteracBes nas suas

estruturas de modo a potenciar as suas atividades.

Dado que a CML do composto A5 foi definida a 100 pg/ml e a CMI é 50 pg/ml, isso
significa que na CMI o efeito foi fungistatico. No caso do composto A7, o efeito da
CMI é fungicida.
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VI. CONCLUSAO

No presente estudo verificou-se atividade antifungica por parte de uma das series de
compostos testadas, evidenciando o potencial terapéutico que esta classe de antifungicos
apresenta. Modificagdes nas estruturas sdo necessarias, com o fim de melhorar os perfis

terapéuticos dos compostos, de modo a potenciar a sua eficacia.

Em concluséo, o desenvolvimento de moléculas derivadas do imidazol representa uma
estratégia importante na criacdo de terapias alternativas a terapéutica atual. Os derivados
do imidazol apresentam propriedades variadas, nomeadamente propriedades
anticancerigenas, antifungicas, antiparasitarias, antihistaminicas, entre outras, sendo o
seu estudo ndo sé importante para a descoberta de alternativas a terapia antimicrobiana

como para a criacdo de novos compostos com novas atividades terapéuticas.
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