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RESUMO

Coccidioidomicose é uma micose sistémica que acomete 0 homem e outros animais domésticos e
silvestres, causada pelo fungo dimorfico geofilico Coccidioides posadasii. Nos uGltimos anos, a
melhoria dos métodos de diagndstico micolégico e o aumento da ocorréncia de doencas
imunossupressoras causaram grande impacto na incidéncia das micoses profundas e oportunistas no
mundo. Apesar da existéncia de terapias antifungicas eficazes contra a coccidioidomicose, a busca por
novas drogas para o tratamento desta doenca se faz necessaria. O objetivo desse estudo foi determinar
o efeito inibitodrio, in vitro, e 0 mecanismo de a¢do dos analogos quimicos da isoniazida, isolados e em
combinacdo com os antifungicos anfotericina B (AMB) e itraconazol (ITC), frente a cepas de
Coccidioides posadasii (n=12). Para isso 12 cepas de C.posadasii, foram repicadas em agar dextrose
batata e utilizadas na realizacdo dos testes de sensibilidade frente ao agente antituberculose isoniazida
(INH) e seus analogos quimicos. Os ensaios foram conduzidos por meio do teste de macrodilui¢cdo em
caldo ou definicdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e o sinergismo foi avaliado pelo método
do tabuleiro. Os analogos quimicos inibiram o crescimento de todas as cepas de C. posadasii testadas
isoladamente, com valores de CIM para cada composto que variaram de 100 a 400 ug/mL, para 0s
analogos P3-[N’-(1- (4-methoxifeniletilideno) isonicotinohidrazida] P5- [N’- (1-m-tolileilidene)
isonicotinohidrazida] e P6- [N’-(1-(4-metilfenil) etilideno) isonicotinohidrazida], de 25 a 100 pg/mL
para a PACT- N’- (1-feniletilideno) isonicotinohidrazida e de 0,0625 a 0,125 pg/mL para AMB e
0,125 a 0,5 pg/mL para ITC. Quanto a combinacdo entre as drogas antifungicas e os analogos
guimicos da droga isoniazida, todos foram capazes de inibir o crescimento in vitro das cepas de C.
posadasii. Sinergismo foi detectado em 8 combinagdes ndo sendo observado nenhum antagonismo em
nenhuma delas. Os analogos da isoniazida apresentaram valores de CIM de 2, 4, 8, 16, 32 vezes
superior a atividade da droga antituberculose padréo. A extragdo dos esterdis e a permeabilidade da
membrana flangica foram averiguadas, respectivamente, por saponificacdo com aquecimento e por
meio da leitura do sobrenadante da suspensdo fungica em comprimento de onda de 260 e 280 nm.
Todos 0s compostos inibiram o crescimento in vitro das cepas de C. posadasii. Foi observado que 0s
analogos da isoniazida isolados e em combinacdo com antifingicos foram capazes de causar reducdo
do teor de ergosterol celular; apenas os analogos P3 e P6 foram capazes de alterar a permeabilidade da
membrana plasmatica nas condicGes testadas. Em conclusédo, os resultados mostram que os analogos

derivados da isoniazida possuem atividade inibitéria frente a C. posadasii.

Palavras-chave: Coccidioides. Coccidioidomicose. Isoniazida. Teste de Sensibilidade Microbiana



ABSTRACT

Coccidioidomycosis is a systemic mycosis that affects humans and domestic and wild
animals, caused by the geophilic dimorphic fungus Coccidioides posadasii. In recent years,
improvement in methods of mycological diagnosis and increased occurrence of
immunosuppressive diseases caused great impact on the incidence of invasive and
opportunistic mycoses in the world. Despite the existence of effective antifungal therapies
against coccidioidomycosis, the search for new drugs to treat this disease is necessary. The
aim of this study was to determine the in vitro inhibitory effect and the mechanism of action
of chemical analogs of isoniazid, alone and in combination with the antifungals amphotericin
B (AMB) and itraconazol (ITC), against of C. posadasii strains (n=12). For this, 12 C.
posadasii strains were subcultured on potato dextrose agar and used in the the susceptibility
tests against the antituberculosis agent isoniazid (INH) and its chemical analogues. The tests
were conducted using the macrodilution broth test to set the minimum inhibitory
concentration (MIC) and synergism was evaluated by the checkerboard method. The chemical
analogs inhibited the growth of all tested strains of C. posadasii, with the MIC values for each
compound ranging from 100 to 400 mg/mL for the analogs P3-[N- (1-(4-
methoxifeniletilideno) isonicotinohydrazide], P5-[N'-(1-m-tolileilidene) isonicotinohydrazide]
and P6- [N '- (1-(4-methylphenyl) ethylene) isonicotinohydrazide], 25 to 100 mg/mL for
PACT- N'-(1-phenylethylidene) isonicotinohydrazide and 0.0625 to 0.125 mg/mL for AMB
and from 0.125 to 0.5 mg/mL for ITC. When associating antituberculosis drugs with azoles
derivatives, in vitro growth of the C. posadasii strains was inhibited. Synergism was observed
for the eight combinations tested. Analogs of isoniazide presented MICs 2, 4, 8, 16 and 32-
fold higher than the standard antituberculosis drug. The extraction of sterols and fungal
membrane permeability were investigated, respectively, by saponification with heating and by
reading the supernatant of the fungal suspension at wavelength of 260 to 280 nm. All
compounds inhibited the in vitro growth of C. posadasii strains. It has been observed that the
analogs of isoniazid, alone and in combination with antifungals, were capable of causing
reduction in the level of cell ergosterol. Only the analogs P3 and P6 were capable of altering
the plasma membrane permeability in the tested conditions. In conclusion, the results show

that isoniazid analogs showed inhibitory activity against C. posadasii.

Keywords: Coccidioides.Coccidioidomycosis. Isoniazid. Microbial Sensitivity Tests
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1. INTRODUCAO

A coccidioidomicose € uma micose sisttmica causada pelos fungos dimorficos
Coccidioides immitis e Coccidioides posadasii. Sua porta de entrada principal é a via
respiratdria, através da inalagdo de artroconidios formados por esses organismos durante a
fase filamentosa, que estdo presentes em solos contaminados. A coccidioidomicose é uma
doenca endémica no continente americano, sendo amplamente distribuida na América do Sul.
O Brasil obteve destaque pela ocorréncia de surtos na forma pulmonar aguda da doenca na
regido Nordeste. Desde entdo, tem se observado um aumento na ocorréncia desta doenga.

A coccidioidomicose representa um grande desafio terapéutico. O aumento do
nimero de casos de micoses profundas e oportunistas, bem como casos de refratariedade ao
tratamento e recidivas, sdo fatos preocupantes para a comunidade médica e cientifica. Com a
finalidade de ampliar as opgdes de tratamento desta doenca, a busca de novos alvos
antifungicos para a coccidioidomicose tem sido proposta através da combinacdo de
antifangicos, a descoberta de novas drogas antifungicas e testes com antimicrobianos de
amplo espectro com potencial antifungico, como testes com drogas antituberculose.

Atualmente, a atividade in vitro de andlogos da droga antituberculose isoniazida
tem sido alvo de interesse na busca por novos compostos com possivel acdo antifungica. Tais
compostos vém sendo avaliados isolados e combinados com drogas antifungicas classicas,
como anfoterecina B e itraconazol. A interacdo entre essas drogas pode representar uma
alternativa vidvel para o tratamento de pacientes com coccidioidomicose. Contudo, a real
importancia desses agentes no tratamento de infecgdes fungicas ainda requer estudos
adicionais.

Com base nesse cenario o presente trabalho teve por objetivo uma investigagdo
para busca de novas estratégias inibitorias contra Coccidioides posadasii. Baseando-se neste
contexto, buscou-se avaliar o efeito inibitorio in vitro e 0 mecanismo de acdo dos analogos
guimicos sintetizados a partir da droga isoniazida (INH), associados ou ndo com anfotericina
B (AMB) e itraconazol (ITR), frente a cepas clinicas e ambientais de C. posadasii isoladas no

Nordeste brasileiro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico da Coccidioidomicose

Alejandro Posadas, em 1892, foi o primeiro a descrever o agente etiologico da
coccidiodomicose, em Buenos Aires, Argentina. Posadas realizou um estudo histopatologico
em um paciente que exibia lesdes cronicas na pele e linfonodos (POSADAS, 1892). Em 1896,
Rixford e Gilchrist descreveram o primeiro caso da doenga na Califérnia, EUA, onde
evidenciaram a presenca de um micro-organismo semelhante ao descrito por Posadas, que
apresentava células em formato arredondado, paredes grossas e variados tamanhos, que foram
denominadas de esférulas (CORDEIRO et al., 2010). Desta forma, o micro-organismo foi
posteriormente relacionado aos protozoarios da classe Sporozoa, género Coccidia, sendo
denominado de Coccidioides immitis (do latim: Coccidioides = coccidium; immitis = ndo
leve) (ODDS, 2003a; RESTREPO, 2006).

Em 1905, Ophuls e Moffit, ao semearem uma gota de pus de um paciente com
coccidioidomicose em caldo nutritivo, descobriram que 0 micro-organismo tratava-se de um
fungo e descreveram seu ciclo reprodutivo através da observacdo de filamentos flngicos
originarios diretamente de enddsporos liberados pelas esférulas (SAUBOLLE, 2007). Hirchs
e Benson, em 1927, realizaram o0s primeiros estudos imunolégicos da doenca, através de
testes com reagdes cutaneas utilizando extratos obtidos da fase filamentosa (DEUS FILHO,
2009). Em 1928, Ophus caracterizou a via respiratoria como a principal forma de aquisicao da
infeccdo, afetando inicialmente os pulmdes e, posteriormente, sujeita a disseminacéo
(CASTANEDA-GODOY; LANIADO-LABORIN, 2002; MUNOZ et al., 2004).

Stewart e Meyer, em 1932, obtiveram o primeiro isolamento ambiental do fungo
em amostras de solo (STEWART; MEYER, 1932). Por volta de 1938, Dickson e Gifford
denominaram a enfermidade de “coccidioidomicose” e descreveram as formas primarias e
secundarias da doenca (ELIAS-COSTA; NEGRONI; GIMENO, 1985). A partir da década de
40, a doenca passou a ser também observada em animais, principalmente em cdes, sendo
relatada tanto em animais domésticos como em silvestres (SMITH et al., 1948).

Wanke et al. (1999) relataram a primeira microepidemia de coccidioidomicose no
Brasil, ocorrida em 1991, também no Estado do Piaui, no municipio de Oeiras, envolvendo
trés cacadores de tatus e oito cdes com quadro respiratdrio agudo. Amostras de solo do local
onde foi praticada a caga aos tatus confirmaram o fato através do isolamento de C. posadasii.
(WANKE et al., 1999). Do mesmo modo, Sidrim et al. (1997) e Silva et al. (1997) relataram
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uma microepidemia ocorrida em 1995 no municipio de Aiuaba, interior do Estado do Ceara.
Cerca de quatro casos foram relatados, envolvendo cacadores de tatu (SIDRIM et al., 1997;
SILVA et al., 1997).

Desde entdo, ja foram descritos varios novos casos da doenga no estado do Ceara,
procedente dos municipios de Boa Viagem, Solonopoles, Catunda, Santa Quitéria, Arneiroz,
Ibiapina, Sobral, Jaguaribe e Parambu (CORDEIRO et al., 2010), destacando, assim, 0

Nordeste no cenario epidemioldgico da coccidioidomicose.

2.2 Agente etioldgico

A coccidioidomicose possui como agentes etiolégicos os fungos dimorficos
térmicos do género Coccidioides, sendo representado por duas espécies: C. immitis e C.
posadasii (FISHER et al.,, 2002). Taxonomicamente, pertencem ao Reino Fungi, Filo
Ascomycota, Classe Eurotiomycetes, Ordem Onygenales, Familia Onygenaceae (FISHER et
al.,, 2002). Sdo caracterizados como micro-organismos geofilicos, cujo habitat primario
corresponde a ambientes semiaridos e desérticos, com temperatura média acima de 30 °C e
solos com elevada salinidade e pH alcalino, com profundidades que podem variar entre 5 e 30
cm da superficie do solo (COX; MAGEE, 2004). Apesar das diferencas genéticas entre as
espécies, ambas causam infeccdo em humanos e animais e ndo apresentam diferenca quanto
as manifestacdes clinicas e resposta imune do hospedeiro (AMPEL, 2009).

O género Coccidioides pode apresentar-se em duas fases: saprofitica e parasitaria
(DEUS FILHO, 2009). Na fase saprofitica, encontra-se sob a forma filamentosa, em
temperaturas em torno de 25 °C, sendo esta a forma infectante de seu ciclo biol6gico (COX;
MAGEE, 2004; SABOULLE et al., 2007). Na macromorfologia, as espécies sao
caracterizadas por um micélio vegetativo com coldnias esbranquicadas de aspecto algodonoso
(DEUS FILHO, 2009). (Figura 1A). Microscopicamente, mostram-se como hifas finas,
hialinas, septadas e ramificadas, que originam artroconidios intercalados por células estéreis,
denominadas disjuntoras (DE HOOG et al., 2001) (Figura 1B). Na fase parasitaria, nos
tecidos do hospedeiro a temperatura de 37 °C, os artroconidios sofrem converséo para a forma
leveduriforme (Figura 1C), a qual é caracterizada pela formacdo de grandes estruturas
arredondadas de paredes espessas, denominadas esférulas (Figura 1D), as quais sao divididas
internamente dando origem a centenas de enddsporos uninucleados (SAUBOLLE, 2007).
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Figura 1 — Macromorfologia de Coccidioides posadasii. em &gar batata dextrose, mostrando
coldnias brancas com textura algodonosa (A), e micromorfologia de Coccidioides spp. revelando
hifas maduras contendo artroconidios, espagados por células disjuntoras (B). Aspecto morfolégico
na fase leveduriforme (C) e esférula madura com numerosos endosporos (D). Fonte: CEMM
(2011, 2014).

2.3 Epidemiologia

A coccidioidomicose é endémica no continente americano, sendo restrita a uma
faixa delimitada entre 40° N 120° W no norte da California e 40° S 65° W, no sul da
Argentina  (CASTANON-OLIVARES et al, 2004; RIQUELME, 2007 LANIADO-
LABORIN, 2007). A definicdo de areas endémicas baseia-se na identificacdo de casos em
humanos e animais, de modo que uma grande variedade de animais € suscetivel a
coccidioidomicose, sendo o céo considerado o melhor marcador epidemioldgico desta micose
(AMPEL, 2009).

Os aspectos epidemioldgicos conferem um auxilio a distincdo de ambas as
espécies. C. immitis encontra-se restrito ao Vale de San Joaquin, na Califérnia, Estados
Unidos da América, sendo conhecido como linhagem “californiana”. C. posadasii é
conhecido como linhagem “nao-californiana”, apresentando uma distribuicdo mais ampla,
abrangendo outros locais dos Estados Unidos da América e outros paises como México,
Honduras, Venezuela, Argentina, Guatemala, Paraguai e Brasil (FISHER et al., 2001, 2002;
LANIADO-LABORIN, 2007). O Brasil foi incluido no mapa da distribuico geografica da
coccidioidomicose ap6s o relato dos primeiros surtos da forma pulmonar aguda que
ocorreram no Piaui e Cearad. Desde entdo, o nimero de casos tem crescido constantemente
(BRILHANTE et al., 2008).

O Estado do Ceara possui relatos de casos de coccidioidomicose relacionados as
cacadas de tatu, animal bastante apreciado como alimento na regido. Os cacadores, ao
escavarem o solo a procura do animal, ficam expostos a forma infectante do fungo através da
inalacio dos artroconidios da fase saprofitica (PEREIRA JUNIOR; JORGE; BAGAGLI,
2003; CORDEIRO et al., 2006a). As tocas de outros animais também podem estar
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relacionadas com a epidemiologia da doenca, sendo verificados alguns casos associados ao
contato com tocas de roedores nos Estados Unidos (DRUTZ; CATANZARO, 1978).
Fendmenos naturais como furacdes, terremotos e fortes ventanias também podem estar

associados ao acontecimento de casos da doenga (RESTREPO, 2006).

2.4 Patogenia e aspectos clinicos

As espécies de Coccidioides sdo consideradas patdégenos primarios, uma vez que
sdo capazes de estabelecer doenca em hospedeiros imunocompetentes e imunodeprimidos
(EULALIO et al., 2000; COSTA et al., 2001). Dentre os fatores de viruléncia relatados em
Coccidioides spp. tem destaque o antigeno imunodominante SOWgp, presente na parede
celular do fungo na fase leveduriforme, o qual é capaz de direcionar a resposta imune através
da via Th2, oferecendo uma vantagem ao patégeno por gerar o comprometimento da
imunidade celular (HUNG; XUE; COLE, 2007).

Ainda, outros fatores de viruléncia sdo observados, como: a producdo de urease,
gue promove a alcalinizacdo do meio e causa dano tecidual no hospedeiro; a producdo de
proteases, relacionadas a lise de colageno, além da clivagem de imunoglobulinas como IgA e
IgG; e a produgdo de melanina, capaz de reduzir a sensibilidade do fungo a drogas
antifingicas e aumentar a resisténcia aos mecanismos de defesa imune (HUNG et al., 2002;
MIRBORD-DONOVAN et al., 2006).

A principal via de contaminacdo da coccidioidomicose € por inalacdo de
artroconidios na fase filamentosa de Coccidioides spp., 0s quais se dispersam facilmente no ar
(CORDEIRO et al., 2010). No solo, os artroconidios sdo liberados ap6s autolise das células
disjuntoras e podem seguir por dois caminhos: germinar e perpetuar o ciclo saprébio ou serem
inalados por um hospedeiro suscetivel e iniciar o ciclo parasitario (LANIADO-LABORIN,
2006). Nos alvéolos pulmonares, os artroconidios sofrem mudangas em sua morfologia e
tornam-se esférulas com minasculos enddsporos em seu interior (CORDEIRO et al., 2012).
Estas esférulas, quando maduras, sofrem ruptura, liberando os enddsporos. Assim, cada um
dos enddsporos atua como um novo agente infectante, se diferenciando em uma nova esferula,
que é novamente capaz de produzir de 200-300 endosporos, reiniciando o ciclo parasitario
(Figura 2) (HUNG; XUE; COLE 2007).
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Figura 2 — Ciclo bioldgico de Coccidioides spp. demonstrando as conexdes entre as
fases filamentosa (Saprofitica) e parasitéria. Fonte: SILVA (2010), com adaptagdes.

A cocidioidomicose se define como uma doenca crbnica de comprometimento
pulmonar progressivo, podendo haver disseminacdo para diversos sitios anatdmicos. Seus
sinais e sintomas sdo inespecificos, podendo simular quadros de viroses respiratorias e
tuberculose (COX; MAGEE, 2004). Assim, a coccidioidomicose pode ser classificada em:
forma pulmonar primaria, forma pulmonar progressiva e forma disseminada (DEUS-FILHO,
2009).

A forma pulmonar primaria acomete as vias respiratorias, simulando desde
estados transitorios, como resfriados ou gripes, a quadros pneumonicos radiologicamente
indistintos de pneumonia bacteriana (COX; MAGEE, 2004). A infeccdo pulmonar
progressiva apresenta semelhancas clinicas, radiograficas e histopatolégicas com vérias
manifestacdes respiratorias agudas ou cronicas, como, por exemplo, a tuberculose pulmonar
na fase aguda, devendo, portanto, ser estabelecido diagndstico diferencial (CASTANEDA-
GODOY; LANIADO-LABORIN, 2002). A forma disseminada pode ocorrer entre 1 a 5% dos
individuos infectados, afetando especialmente  hospedeiros imunocomprometidos
(GALGIANI et al., 1995, 1999; AGUILAR et al., 2001; BLAIR et al., 2008; FISHER et al.,
2010; PFALLER; DIEKEMA, 2010). Por fim, a forma cutanea priméria pode ocorrer ap6s a
inoculagdo traumética de estruturas fungicas, sendo relatada em acidentes laboratoriais, e
cujas manifestacdes incluem a presenca de nddulos e placas verrucosas, papulas, formacao de
abscessos e Ulceras no local (NOOR et al., 2008).
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2.5 Diagnostico e tratamento

O diagnéstico da coccidioidomicose € determinado atraves da analise dos dados
epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais (CORDEIRO et al., 2012). Na atualidade, as técnicas
micoldgicas, histopatoldgicas, imunologicas e moleculares sdo largamente utilizadas no
diagnostico da infeccdo (BLAIR et al., 2006; ROSSINI; GOULART, 2006).

O diagndstico micoldgico de Coccidioides spp. é realizado inicialmente através do
exame direto (Figura 3), que consiste na visualizacdo de amostras clinicas preparadas em
montagem do tipo ldmina-laminula, sendo observadas ao microscdpio Optico, a fim de
detectar estruturas parasitarias do fungo, como esférulas em diferentes estagios de maturacéo
e numerosos enddsporos no seu interior (ROCHA; SIDRIM, 2004). O hidréxido de potassio é
usado no exame direto como um método rapido e facilmente disponivel. Os espécimes
clinicos mais utilizados sdo secrec¢des respiratdrias, como escarro, aspirado traqueal e lavado
broncoalveolar, liquido cefalorraquidiano, aspirados de lesdes 6sseo-articulares, liquido
pleural, biopsias de pele e tecido pulmonar (SUTTON, 2007).

O exame histopatoldgico € realizado a partir de tecidos ou liquidos de bidpsias de
lesdo tegumentar, pulmonar e de outros materiais suspeitos e em necropsia (LACAZ et al.,
2002). Em amostras positivas, sdo visualizadas esférulas em diferentes estagios de maturacéo,
com enddsporos em seu interior (SAUBOLLE; MCKELLAR; SUSSLAND, 2007). Nos testes
histopatolégicos, faz-se uso de coloragdes proprias para fungos, tais como Gomori-Grocott e
acido periodico de Schiff (PAS). Outras coloragbes, como hematoxilina-eosina (HE) e
Giemsa também tém sido utilizadas (SAUBOLLE; MCKELLAR; SUSSLAND, 2007).

Figura 3 — Visualizacdo de esférulas de Coccidioides posadasii em érgdos de camundongos
infectados experimentalmente. Preparacdo tipo lamina-laminula com KOH 10% (3A)
mostrando esférulas em processo de maturacdo, mostrando grande vacuolo central, esférula
madura liberando enddsporos, esférulas maduras repletas de endosporos em preparados
histoldgicos corados por Grocott-Gomori (3B) e PAS (3C). Fonte: CEMM (2011).

As técnicas imunoldgicas apresentam diferentes niveis de sensibilidade e
especificidade, além de revelarem informacdes importantes sobre a epidemiologia da doenca
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(WHEAT, 2009; AMPEL et al., 2009; CORDEIRO et al.,, 2009). Essas técnicas sao
consideradas ferramentas auxiliares no diagnostico da coccidioidomicose (SAUBOLLE;
MCKELLAR; SUSSLAND, 2007). Atualmente os principais testes utilizados incluem
ensaios imunoenzimaticos (EIA), imunodifusdo (IMDF) e fixacdo do complemento (CF)
(SABOULLE, 2007).

Quanto as técnicas moleculares de diagndstico, grande parte baseia-se em reagdes
de PCR com primers especificos. O rDNA é comumente alvo desses primers, uma vez que
centenas de cOpias dessa regido estdo presentes no genoma, 0 que garante uma elevada
sensibilidade (GREENE et al., 2000; LINDLEY et al., 2001). Outras regides também tém sido
exploradas com sucesso, a exemplo da sequéncia de nucleotideos do locus do
antigen2/proline rich, antigeno especifico de Coccidioides spp. utilizados em técnicas como
nested PCR e PCR em tempo real (BIALEK et al., 2004). E valido ressaltar que a
identificagdo molecular da coccidioidomicose ainda funciona como complemento ao
diagndstico laboratorial (BRILHANTE et al., 2010).

O tratamento da coccidioidomicose a ser aplicado depende da forma clinica
apresentada pelo paciente. No caso de infeccBes pulmonares localizadas e sem risco de
complicacBes, na maioria das vezes é preciso apenas de uma reavaliacdo periddica para
verificar a resolucdo espontanea da infeccdo. No entanto, quando se trata de um quadro de
disseminacdo com riscos de complicacGes devido a imunossupressao, a exigéncia € maior
com relacdo ao tratamento, incluindo terapia com drogas antifingicas e/ou intervencao
cirargica, com duracdo de meses a anos, ou mesmo ao longo da vida supressiva do paciente,
quando necessario (GALGIANI et al., 2005).

As principais drogas antifngicas utilizadas sdo a anfotericina B, voltada para os
casos graves da doenca, e derivados azolicos como, itraconazol e fluconazol, usados
principalmente nas manifestacdes leves ou moderadas (DICAUDO, 2006). De acordo com o
Ministério da Saude (2008), o tratamento recomendado para coccidioidomicose € uma dose
total de 1 a 3 g de anfotericina B, seguido da aplicacdo de 400 mg/dia de fluconazol ou 300
mg/dia de itraconazol por um periodo de 6 a 12 meses.

Atualmente, existem novas drogas antifungicas que podem trazer beneficios para
o tratamento da coccidioidomicose. Os triazélicos voriconazol e posaconazol tém mostrado
resultados eficazes em alguns casos da doenca, principalmente com relagédo a infecgdes
refratarias (PROIA; TENORIO, 2004; STEVENS et al., 2007). No grupo das equinocandinas,
vale destacar a caspofungina, micafungina e anidulafungina. Apenas a caspofungina possui

uso clinico autorizado, mostrando excelente acdo terapéutica em estudo com
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coccidioidomicose experimental em modelos murinos (GONZALEZ et al., 2001) e no

tratamento de um paciente que apresentava um quadro de disseminacdo da doenca
(ANTONY, 2004).

2.6 Drogas antifungicas

2.6.1 Polienos

A anfotericina B (AMB), produzida pelo actinomiceto Streptomyces nodosus, foi
inicialmente isolada em meados de 1955 e no final dos anos 50 ja era utilizada em alguns
casos clinicos (FILIPPIN; SOUZA, 2006). Em 1965, foi o primeiro composto antifungico a
ser aprovado pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) (FIANCHI et al., 2007;
PETRIKKOS; SKIADA, 2007). Mesmo com a sua elevada toxicidade e a introducdo de
antifungicos azolicos sisttmicos na década de 1980, a poténcia, o espectro de agdo e 0s quase
50 anos de experiéncia clinica tém assegurado que a anfotericina B permane¢a como farmaco
de primeira escolha para o tratamento das principais micoses profundas e sistémicas tais como
a coccidioidomicose e histoplasmose (LEDTKE et al., 2012), a paracoccidioidomicose € a
blastomicose (LOPEZ-MARTINEZ; MENDEZ-TOVAR, 2012).

A anfotericina B é caracterizada por uma estrutura quimica macrociclica formada
por 37 carbonos, sete ligacdes duplas conjugadas e uma micosamina (3-amino-3,6-
didesoximanose) ligada a um anel principal (Figura 4) (FILIPPIN; SOUZA, 2006).

Figura 4 — Estrutura da anfotericina B. Fonte: Filippin e Souza
(2006).

Os polienos atuam na membrana plasmatica dos fungos, interagindo com o
ergosterol presente na membrana (Figura 5A) (VARMA; KWON-CHUNG, 2010). Essa

interacdo resulta na formacdo de poros na membrana, 0 que leva a perda de eletrolitos
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importantes, bem como outros componentes citoplasmaticos e também permite a entrada
excessiva de agua. (Figura 5B). No entanto, o ergosterol das células fangicas e o colesterol
nas células animais possuem semelhancas moleculares, o que resulta em uma precaria
capacidade da droga em diferencia-los (FILIPPIN; SOUZA, 2006).

Nicleo Membrana Celular

Mitocondria

--------------

Figura 5 — Estrutura da membrana plasmatica dos fungos (A),
Formacédo de poros pela interacdo entre a droga e o ergosterol
da membrana celular (B), Adaptado de MARQUES, 2009.

A atividade in vitro da anfotericina B abrange uma grande variedade de espécies,
sendo eficaz contra diferentes leveduras como Candida spp. e Cryptococcus spp., e contra 0s
dimorficos Coccidioides spp., H. capsulatum, P. brasiliensis e Sporothrix spp. Apresenta
atividade também contra outros géneros de fungos, como Mucor spp. e Rhizopus spp., entre
outros. Quanto a sua atividade in vivo, a AMB possui um comportamento ora fungistatico ora
fungicida, dependendo da sensibilidade do fungo ou da concentracdo encontrada no sitio da
infeccdo (CATALAN; MONTEJO, 2006).

Devido a nefrotoxicidade e algumas reagdes adversas causadas por AMB durante o
tratamento, diferentes formulacdes da droga foram desenvolvidas com o objetivo de diminuir

sua toxicidade sem alterar a eficacia, possuindo menor afinidade ao colesterol e 0 mesmo
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mecanismo de agdo eficiente. Sdo elas: complexo lipidico de anfotericina B (Abelcet®, The
Liposome Company Inc., Princeton, NJ, Reino Unido); anfotericina B em dispersao coloidal
(Amphocil®, Sequuspharmaceuticals Inc., Menlo Park, CA, EUA); e anfotericina B
lipossomal (AmBisome®, Fujisawa Healthcare Inc., Deerfiled, IL, EUA). Todas foam
aprovadas na década de 90 pela Food and Drug Administration (FDA) (CARRILLO-
MUNOZ et al., 2006).

Diversos autores relatam o sinergismo presente na associacdo de AMB e 5-
fluorocitosina na maioria dos casos, sendo normalmente indicada para o tratamento de
criptococose e aspergilose (JOHNSON et al., 2004). Estudos realizados por Medrano (2010)
verificaram a acdo sinérgica do azolico voriconazol com anfotericina B in vitro frente as
cepas de C. posadasii, necessitando a realizacdo de futuros ensaios clinicos controlados a fim

de definir a seguranca e utilidade desta combinacdo na terapia antifingica.

2.6.2 Derivados azolicos

Os derivados azoélicos surgiram a partir da década de 60, com a descoberta do
benzimidazol por Wooley em 1944 (ZHANG, 2005). Em seguida, a industria farmacéutica se
dedicou a producdo de novos derivados imidazois tais como: clotrimazol (1969, Bayer,
Alemanha), miconazol (1969, Janssen, Bélgica), econazol (1975, Janssen, Bélgica),
isoconazol (1979, Schering, Alemanha), tioconazol (1979, Pfizer, Reino Unido) e oxiconazol
(1979, Roche, Suica), sendo todos utilizados por via topica, com excecdo do miconazol que
possuia administracdo parenteral, no entanto, com elevados indices de toxicidade
(CATALAN; MONTEJO, 2006).

Em 1979, a industria farmacéutica Janssen (Bélgica) langou no mercado o
cetoconazol, o primeiro derivado imidazol oral para uso clinico (MARTINEZ, 2006). Em
1982, o laboratdério Pfizer (Reino Unido) sintetizou o fluconazol, o primeiro derivado
triazdlico, sendo relativamente mais eficaz do que os derivados imidazois por sua
administracdo sistémica, maior biodisponibilidade e menor toxicidade se comparado ao
cetoconazol. Com os avangos das pesquisas, foram surgindo novos derivados triazdis, tais
como o itraconazol (1983) e saperconazol (1988 Janssen, Bélgica) e 0os mais recentes
voriconazol, posaconazol, ravuconazol e albaconazol (SILVA, 2010).

Os derivados azdlicos sao antifingicos sintéticos caracterizados por possuirem um
anel pentagonal na sua estrutura, formado por dois atomos de nitrogénio e trés atomos de

carbono (imidazolicos) ou trés atomos de nitrogénio e dois atomos de carbono (triazélicos),
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unido ao restante da molécula através da ligagdo C-N (CATALAN; MONTEJO, 2006)
(Figura 6).

Figura 6 — Estrutura quimica do itraconazol. Fonte: MARQUES,
2009.

O mecanismo de acdo dos azolicos, assim como a AMB, tem como alvo a
molécula de ergosterol (CAZEDEY et al., 2007), um componente vital da membrana celular
dos fungos, cuja funcdo é regular a fluidez da membrana, conferindo-lhe estabilidade,
assimetria e integridade (CARRILO-MUNOZ et al., 2007) (Figura 6).

O modo de acdo dessas drogas consiste no bloqueio da biossintese do ergosterol,
agindo sobre as enzimas do citocromo P450 (CYP3A4 e CYP2C9) da célula fangica, que
transforma o lanosterol em ergosterol (CAZEDEY et al., 2007) (Figura 7). A diminuicdo da
concentracdo de ergosterol altera a fluidez da membrana e aumenta a permeabilidade,
promovendo a¢do fungicida ou fungistatica por perda eletrolitica, dependente da concentracao
do antifangico administrado. Acredita-se que 0s mecanismos de resisténcia aos derivados
azolicos incluem alteracdo ou aumento da expressdo da enzima 1,4 o-demetilase, alteragdo da
via da sintese do ergosterol, diminui¢do da concentragdo intracelular da droga por mecanismo
de bomba de efluxo e, por fim, a secrecdo de enzimas capazes de degradar a droga
(MARTINEZ, 2006).
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Figura 7 — Estrutura da célula fangica e mecanismo de a¢do do itraconazol.
Fonte: www.doctorfungos.org.

Os azolicos, de uma maneira geral, possuem um amplo espectro de acdo,
incluindo os agentes das principais infeccdes flngicas sistémicas Coccidioides spp., P.
brasiliensis, H. capsulatum e B. dermatitidis, bem como C. neoformans e a maioria das
espécies de Candida, sendo que C. krusei e C. glabrata sdo menos sensiveis (MARTINEZ,
2006).

Os novos azolicos voriconazol, ravuconazol e posaconazol apresentam atividade
in vitro contra Candida spp. e Cryptococcus spp., incluindo os isolados resistentes aos
triazdlicos de primeira geracdo (GREER, 2007), além das espécies filamentosas A. fumigatus,
A. flavus e A. terreus e os fungos dimdrficos B. dermatitidis, C. immitis, e H. capsulatum
(GONZALEZ, 2009). Quanto a sua atividade in vivo, o itraconazol e empregado no
tratamento da aspergilose, cromomicose, micoses superficiais como candidiase oral,
dermatofitose e pitiriase versicolor (CAZEDEY et al., 2007).

Vaérias classes de drogas interagem com os azélicos, ora reduzindo os niveis
séricos do antifingico, ora elevando os niveis de outros farmacos (BENNETT, 2006;
KAUFFMAN, 2006b).
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2.7 Compostos antimicrobianas com potencial antifingico

O termo “drogas ndo-antifingicas”, introduzido por Afeltra e Verweij, deu origem
a um grupo de compostos que sdo empregados na terapia de doencas de etiologia néo-
antifungica, mas que podem possuem um amplo espectro de acdo nas micoses (AFELTRA,
VERWELJ, 2003). Esse grupo de compostos estd sendo testado na pesquisa cientifica com a
finalidade de observar a capacidade de apresentar atividade antifungica (CAMPQS, 2007).
Nas Ultimas décadas, a descoberta e 0 uso de novas drogas antibacterianas foi capaz de
aumentar consideravelmente a sobrevida dos pacientes. Entretanto, o uso constante e/ou
inadequado desses farmacos ocasionou um aumento na incidéncia de micoses nestes
pacientes, sejam estas superficiais ou sisttmicas (LACAZ, 2002; POLAK, 1990; ALVES et
al., 2001; NOBRE et al., 2002).

Contudo, a busca por novas drogas para o tratamento da coccidioidomicose
impulsionou este trabalho a avaliar, pela primeira vez, a atividade inibitoria in vitro de
analogos quimicos da droga isoniazida frente a cepas clinicas e ambientais de C. posadasii,
utilizando o método de analise por determinacdo da concentracdo inibitéria minima por
macrodiluicdo em caldo. A isoniazida é o farmaco de “primeira escolha” para a terapia da
tuberculose (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2008). Essa droga combina elevado nivel
de eficiéncia nas doses recomendadas, a toxicidade é baixa, mas em caso de superdosagem,
alcoolismo e gravidez, podem alterar essa toxicidade, uma vez que dessa droga age no sistema

enzimatico das microbactérias ou bloqueando sua sintese protéica (CAMPQOS, 2007).

2.7.1 Isoniazida

A isoniazida € uma hidrazida do acido isonicotinico (Figura 8) (MARQUES
2009) e trata-se de um metabolito ativo muito eficiente no tratamento da tuberculose
(FERREIRA et al., 2007). Sua acéo antimicrobiana foi relatada em 1945 por Chorine, que
descreveu a atividade tuberculostatica da nicotinamida em modelos animais (ZHANG, 2005),
sendo a isoniazida desenvolvida em 1952 (FERREIRA; NOGUEIRA; SOUZA, 2007).

Mesmo considera uma molécula de estrutura quimica bem simples, seu
mecanismo de acdo ainda e bastante complexo e consiste na inibi¢do da sintese dos acidos
micolicos do M. tuberculosis (MARQUES, 2009). A isoniazida é considerada um pro-

farmaco (bioprecursor) que é ativado in vivo pela enzima KatG, uma catalase-peroxidase
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micobacteriana (ZHANG et al., 1992) para gerar a forma ativa (anion ou radical) que se liga
covalentemente ao atomo de carbono na posicdo 4 do anel nicotinamida do cofator NAD
(nicotinamida adenina dinucleotideo), dando origem a um adulto no sitio ativo da enzima
InhA, inativando-a. Como consequéncia, ocorre a interrupcdo da biossintese dos &cidos
micdlicos, considerados os principais constituintes da parede celular do M. tuberculosis
(KREMER et al., 2003).

Sua atividade antibacteriana limita-se as microbactérias. Porem estudos anteriores
demonstram que esta droga apresenta atividade antifungica in vitro relevante frente aos
fungos dimorficos C. posadasii (CORDEIRO et al., 2006b) e H. capsulatum (MARQUES,
2013).

O._ _NH
N~ NH;,

~
»

N

Figura 8 — Estrutura quimica
da droga isoniazida.
Fonte: MARQUES, 20009.

2.7.2 Hidrazonas

Encontrar novas drogas representa um grande desafio para pesquisadores. Espera-
se que 0S novos agentes possam reduzir a duracgdo total do tratamento (ORME et al., 2001),
serem compativeis com os farmacos ja existentes, apresentar uma acao sinérgica e, quando
possivel, ndo interferir com outros medicamentos (ZHANG, 2005).

Hidrazonas (Figura 9) sdo compostos do tipo base de Schiff e podem formar
derivados diversos pela simples adicdo dos grupos radicais (R) das moléculas, sendo
preparados a partir de hidrazidas unidas a cetonas e aldeidos através de reagdes de
condensacdo (MARQUES, 2009).
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R, Ry, R2, Ry = H, alquil ou aril

Figura 9 — Estrutura geral de uma
hidrazona. Fonte: Beraldo (2004).

As hidrazonas derivadas de compostos acil apresentam um sitio doador C=0. A
presenca deste sitio adicional as torna mais versateis devido ao seu grande potencial quelante,
o0 qual tem atraido a atencdo de muitos pesquisadores (RAHMAN et al., 2005). Desta forma,
uma grande variedade de complexos tem sido sintetizada a partir dessas hidrazonas, onde se
observa que a coordenacdo ocorre através das formas neutra ou anidnica, como ligante bi- ou
tridentados (BAKIR et al., 2008). No ultimo caso, a presenca de um anel heteroaromatico nos
grupos R1 ou R2 fornece um sitio de coordenacéo adicional.

A atividade antibacteriana das hidrazonas é conhecida ha bastante tempo
(RAHMAN et al., 2005). Um quelato complexo lipossoltvel de cobre facilitador da
internalizacdo de células foi desenvolvido com a isoniazida, formando um composto de
primeira linha mais efetivo (PATOLE et al., 2003).

Muitas substancias que pertencem ao grupo das hidrazonas tém sido descritas na
literatura como inibidores das enzimas ciclo-oxigenase (COX) e 5-Lipo-oxigenase (5-LO),
apresentando atividades analgésica e anti-inflamatoria. Pesquisas demonstram que o0
grupamento hidrazona, presente em derivados fenil-hidrazonas e compostos aril e acil-
hidrazonas, apresentam carater farmacoforico para a inibicdo de COX e pronunciada
atividades analgeésica e anti-inflamatoria, além de outras atividades, como anticonvulsivante e
antimicrobiana (TODESCHINI et al., 1998; REIS et al., 2011).

Judge et al. (2009) estudaram o potencial antibacteriano, antifingico,
antimicobacteriano e antiviral de uma série de hidrazonas provenientes da isoniazida. Esses

compostos foram testados frente a isolados de C. albicans e A. niger, mostrando resultados
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relevantes na inibigdo destas espécies fungicas. Visbal et al. (2011) demonstraram a atividade
inibitdria in vitro de quatro analogos de hidrazona ante ao fungo dimérfico P. brasiliensis.

Recentemente, Cordeiro et al. (2014) demonstraram a atividade antifingica e acéo
sobre o teor de ergosterol e permeabilidade da membrana plasmética do an&logo da isoniazida
N'-(1-feniletilideno) isonicotinohidrazida, isolado e em combinacdo com drogas as
antifangicas anfotericina B e itraconazol, frente a H. capsulatum, tanto na forma filamentosa
quanto na forma leveduriforme.

Nesse contexto, os analogos da isoniazida utilizados na pesquisa frente a cepas
clinicas e ambientais de C. posadasii foram os seguintes: P3-[N” (1-methoxifeniletilideno);
P5-[N’- (1-m-tolileilidene); P6- [N’-(1-(4-metilfenil)etilideno) e PACT- N’- (1-feniletilideno)
isonicotinohidrazida, sintetizados a partir da reacdo entre a droga isoniazida e diferentes
cetonas, conforme descrito por (CORDEIRO et al., 2014).

O motivo que nos leva a escolha dos compostos sintetizados a partir da isoniazida
da-se em virtude de estudos anteriores ja descritos da acéo in vitro da droga isoniazida frente
a cepas de C. posadasii, com resultados promissores. Em virtude da coccidioidomicose tratar-
se de doenca, em muitos casos, assintomatica ou com sintomas compativeis com tuberculose,
e uma vez que a isoniazida é droga de primeira escolha no tratamento de tuberculose
(MARQUES, 2009).

Como ja descrito por Cordeiro et al. (2006), a droga isoniazida foi capaz de inibir
0 crescimento in vitro de cepas de C. posadasii, sugerindo testar se 0s analogos da droga
isoniazida possuem a mesma capacidade de inibi¢do frente essas cepas, por modifica¢des em
suas estruturas quimica, 0 que embasou 0 presente estudo a testar a atividade in vitro, e
sugerir possiveis mecanismo de acdo de quatro compostos derivados da isoniazida frente a

doze cepas clinicas e ambientais de C. posadasii.
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3. HIPOTESES

1. C. posadasii € sensivel, in vitro, aos analogos quimicos da droga isoniazida.

2. Os analogos da isoniazida apresentam interacdo sinérgica em combinagdo com
os antifungicos anfotericina B e itraconazol frente a C. posadasii

3. Os analogos quimicos da isoniazida sdo capazes de reduzir os niveis de

ergosterol celular e alterar a permeabilidade da membrana plasmatica do fungo C. posadasii.

4. OBJETIVOS

4.1 Obijetivo geral

Avaliar o efeito inibitorio, in vitro, e 0 mecanismo de a¢do dos analogos quimicos
da isoniazida, isolados e em combinacdo com os antifingicos anfotericina B e itraconazol,

frente a cepas clinicas e ambientais de C. posadasii.

4.2 Objetivos especificos

1. Avaliar o potencial antifingico in vitro dos analogos quimicos da isoniazida,
isolados em combinacdo com os antifingicos anfotericina B e itraconazol, frente a cepas de
C. posadasii.

2. Investigar o efeito dos analogos quimicos da droga isoniazida, isolados e em
combinagdo com os antifangicos anfotericina B e itraconazol, sobre a concentracdo de
ergosterol total em cepas de C. posadasii.

3. Verificar o efeito dos andlogos quimicos da droga isoniazida, isolados e em
combinagdo com os antifingicos anfotericina B e itraconazol, sobre o escape de moléculas da

membrana plasmatica de C. posadasii.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Micro-organismos

Foram utilizadas 12 cepas de C. posadasii, sendo 10 cepas de isolados clinicos e
02 cepas de isolados ambientais. Todas as cepas descritas no estudo sdo pertencentes a
micoteca do Centro Especializado em Micologia Médica (CEMM), Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceard. As cepas encontravam-se estocadas em salina fisiologica a
temperatura ambiente. Antes da estocagem, os isolados foram identificados por meio de
analise macroscopica, microscopica, PCR e/ou testes imunolégicos (CORDEIRO et al., 2006;
BRILHANTE et al., 2010; CORDEIRO et al., 2010; BRILHANTE et al., 2013). Os isolados
retirados do estoque foram repicados em &gar batata dextrose e incubados por até 7 dias a 35
°C.

Foram realizadas confirmacbes posteriores da pureza das cepas levando em
consideracdo as caracteristicas macromorfoldgicas do relevo e textura das col6nias de C.
posadasii e da analise de caracteristicas micromorfol6gicas, com preparagdes do tipo lamina-
laminula de fragmentos de cada col6nia com lactofenol azul-algoddo e observacdo em
microscopio Optico quanto a presenca de artroconidios (CORDEIRO et al., 2006¢).

O tipo de amostra, origem, identificacéo e localizacdo geogréafica de cada isolado
de C. posadasii incluido neste estudo esta descrita na Tabela 1.

Todos os procedimentos envolvendo a manipulacdo laboratorial das cepas foram
realizados em cabine de seguranca bioldgica classe I1-B2 em laboratério de biosseguranca
nivel 3 (NB-3), em virtude da alta viruléncia da espécie fungica (SUTTON, 2007; HALL et
al., 2008).
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Tabela 1 — Tipo de amostra, origem, identificacéo e localizacdo geografica
dos isolados clinicos e ambientais de C. posadasii incluidos neste estudo.

N° da Colecgéo

Amostra

Origem geogréfica

CEMM 01-6-088

CEMM 01-6-089

CEMM 01-6-090

CEMM 01-6-092

CEMM 01-6-101

CEMM 01-6-102

CEMM 01-6-103

CEMM 05-2-064

CEMM 05-2-066

CEMM 05-2-069

CEMM 05-2-070

CEMM 05-4-012

Lavado brénquico
Lavado brénquico
Solo (toca de tatu)
Solo (toca de tatu)
Lavado brénquico
Lavado brénquico
Escarro
Lavado brénquico
Lavado brénquico
Lavado brénquico
Escarro

Escarro

Santa Quitéria
Solondpoles
Solondpoles
Solondpoles
Solondpoles

Arneiroz
Aiuaba
Sobral
Sobral

Piaui
Parambu

Santa Quitéria

5.2 Sintese dos anélogos da droga isoniazida

A sintese dos anéalogos da isoniazida foi realizada a partir da reacdo entre a droga

isoniazida e diferentes cetonas conforme metodologia descrita por Cordeiro (2014), pelo
método de preparacdo de bases de Schiff. As cetonas utilizadas nas reacdes foram
acetofenona e seus derivados, conforme descrito por Cordeiro et al. (2014).

Marques (2013) analisou o efeito citotoxico dos compostos quimicos da
isoniazida frente a trés linhagens de células tumorais: NCIH358M (pulméo - humano), PC-
3M (préstata - humano) e OVACAR-8 (ovario - humano) descrevendo que seus respectivos
valores de Concentracdo Inibitéria Média - CI50 > 250ug/mL, dessa forma mostrando que em
nenhuma das amostras testadas apresentou efeito citotoxico.

Na Tabela 2 estdo descritas as cetonas utilizadas na pesquisa, hidrazonas

sintetizadas a partir das reacdes com diferentes cetonas, siglas utilizadas e férmula molecular
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dos analogos quimicos da droga isoniazida. Na Figura 10 esta descrita a estrutura quimica dos

compostos.

Tabela 2 — Cetonas, hidrazonas, sigla e formula molecular dos analogos quimicos da droga

isoniazida empregados nesta pesquisa.

Figura 10 — Estruturas quimicas e formula molecular dos andlogos quimicos da
droga isoniazida. Fonte: Marques (2009).

Cetona utilizada Hidrazona Siglas Formula
molecular
4'-Metoxiacetofenona  N’-(1- (4-methoxifenil)etilideno)isonicotinohidrazida P3 Ci15H15N30;
3'-Metilacetofenona N'-(1-m-tolileilidene) isonicotinohidrazida P5 CisH1sN30
4'-Metilacetofenona N'-(1- (4-metilfenil) etilideno)isonicotinohidrazida P6 CisH1sN30
Acetofenona N'-(1-feniletilideno) isonicotinohidrazida PACT  Ci4HisN3O
P3 - C15H15N30; P5- CisH15N30
o T
N/N = N/N =
| ‘o HsC | o)
CH3 CH3
T
CHjs
P6 = C15H]_5N3O PACT' C]_4H]_3N3O
I‘-‘I | TSN H XN
|
N/N = /N | =
| N
o |
CHs @)
CH,
CHg
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5.3 Agentes antimicrobianos

Para o controle dos testes de sensibilidade, foram utilizadas duas drogas
antifungicas: anfotericina B (AMB, Sigma Chemical Corporation, EUA) e itraconazol (ITC,
Janssen Pharmaceutica, Bélgica). As hidrazonas utilizadas na pesquisa foram a P3, P6, P5 e
PACT. Esses compostos oram dissolvidos em solucdo estoque em Dimetilsulfoxido (DMSO,
Sigma Chemical Co. EUA). Todas as solucdes foram estocadas a —20 °C até a realizacdo dos
ensaios, quando foram diluidas seriadamente em escala 1:2, 20x maior para compostos
isolados, e 1:4, 40x maior para compostos usados em combinagdes com antifingicos, em
meio RPMI.

5.4 Atividade antifungica dos analogos da isoniazida

5.4.1 In6culo fangico

Para o teste de atividade antifungica, os inéculos foram preparados a partir de
culturas de C. posadasii semeadas em agar batata dextrose e incubadas por 7-10 dias a 35 °C.
No preparo do inoculo, foi adicionado a cada cultura 1 mL de solugdo salina fisioldgica
(0,9%) estéril e, em seguida, a superficie do micélio foi raspada com auxilio de um garfo
microbioldgico a fim de conseguir uma suspensdo de artroconidios e fragmentos de hifas
(CORDEIRO et al., 2006). Cada suspensao fungica foi transferida para um novo tubo estéril
e ajustada com solucdo salina fisioldgica a escala 0,5 de McFarland. A leitura dessas
suspensdes fungicas em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 530 nm, corresponde
a transmiténcia de 95%. Em seguida, as suspensdes fungicas foram diluidas na proporcéo de
1:10 em meio RPMI 1640 para obtencdo de um indculo final de 1 a 5 x 10° UFC.mL™!
(CORDEIRO et al., 2006b).

5.4.2 Teste de sensibilidade in vitro
5.4.2.1 Teste de macrodilui¢do em caldo — drogas isoladas
Um total de 12 cepas de C. posadasii, sob a forma filamentosa, foi testado contra

os analogos quimicos da droga isoniazida para determinar a concentracdo inibitoria minima

(CIM) e a concentracdo fungicida minima (CFM), através da metodologia de macrodiluicao
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em caldo conduzida de acordo com as diretrizes do Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI), documento M38-A2 (CLSI, 2008). Todos os procedimentos foram realizados em
duplicata e os resultados foram lidos visualmente. Os pontos finais de corte foram
determinados ap0s dois dias de incubagéo a 35 °C.

Os valores de CIM foram estabelecidos como a menor concentragdo capaz de
inibir 100% para AMB e 80% para ITR e os analogos da isoniazida do crescimento fungico
visivel quando comparado ao controle sem droga (CLSI, 2008; CORDEIRO et al., 2006b).
Valores de CFM dos analogos foram definidos como a menor concentracdo de droga capaze
de inviabilizar o crescimento fungico apds a semeadura em agar batata durante 7 dias a 35 °C
(LI et al., 2000). Os intervalos de concentracédo testados entre os analogos quimicos da droga

isoniazida e os antifungicos anfotericina B e itraconazol estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Intervalos das concentracfes dos analogos quimicos da droga isoniazida e
antifungicos testados isoladamente e em combinacgdo frente a cepas clinicas e ambientais
de C. posadasii (n=12).

Compostos Concentracdo inicial do Intervglo de
estoque (ug/mL) Concentracédo (ug/mL)
Antifungicos (AMB, ITC) 20 0,0625-1,0
INH 3000 750-1500
Anélogos (P3,P5,P6) 16000 50-800
Anélogo (PACT) 4000 12,5 -200
P3 + AMB 4000/1 0,005 -0,1/0,025-0,007
P5 + AMB 16000/ 0,624 0,1-0,4/0,001-0,015
P6 + AMB 8000/0,312 0,05 -0,2/0,007-0,001
PACT + AMB 2000/ 0,156 0,05-0,2 /0,001-0,003
P3+ITC 16000/ 20 0,01-0,04 /0,25-0,01
P5+ITC 16000/ 2,5 0,4/0,0625
P6 + ITC 16000/ 20 0,4/0,5
PACT + ITC 2000/2,5 0,05-0,025/ 0,031-0,062

Legenda: AMB: anfotericina B; ITC: Itraconazol; P3: N’ (1-methoxifenil) etilideno) isonicotinohidrazida; P5:
N’- (1-m-tolileilidene) isonicotinohidrazida; P6: N'- (1- (4-metilfenil) etilideno) isonicotinohidrazida; PACT:
N’- (1-feniletilideno) isonicotinohidrazida.
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5.4.2.2 Teste de Checkerboard — interacdo entre drogas

Apbs a definicdo dos valores de CIM para cada composto isoladamente, as cepas
foram testadas contra as combinagdes formadas pelos analogos e drogas antifungicos (AMB
ou ITC), de acordo com o método de macrodiluicdo em checkerboard (JOHNSON et al.,
2004). A CIM de cada farmaco utilizado na combinacdo foi definida como a menor
concentracdo que causou 100% de inibicdo do crescimento fungico visivel quando comparado
ao controle sem droga. As interacfes entre as drogas foram classificadas como sinérgicas,
indiferentes ou antagonicas, de acordo com o indice de concentragdo inibitoria fracionada
(FICI), descrito por Odds (2003b), onde:

Calculo do FICI Parémetros
FICA+FICB
FIC A= CIM A em combinagéo FICI <0,5 Sinergismo
CIM A isolada 05<FICI<04 Indiferente
FIC B = CIM B em combinacédo FICI>4,0 Sinergismo
CIM B isolada

5.5 Influéncia dos analogos da isoniazida sobre o teor do ergosterol celular

A influéncia dos analogos sobre a concentracdo celular de ergosterol foi avaliada
de acordo com a metodologia de Moran et al. (2007), com adaptacOes. As cepas de C.
posadasii na forma filamentosa (n = 12) foram cultivadas em &agar batata a 35 °C por 7 dias.
Apos este periodo, uma suspensdo fungica de 1 a 5x10° UFC.mL* foi transferida para meio
RPMI 1640 suplementado com os anélogos da INH, em concentra¢Ges previamente definidas
como 2xCIM, CIM e CIM/2, para cada cepa testada. Os tubos foram incubados durante 2 dias
a 35 °C e, em seguida, cada tubo contendo a suspenséo flngica foi ajustado a escala 0,5 de
McFarland e centrifugado a 9660 x g durante 3 minutos. Os pellets celulares foram
ressuspensos em 0,5 mL de solugéo alcodlica de KOH a 20% e incubados durante 1 h a 95 °C
em banho-maria. Apds a incubagdo, os tubos foram resfriados a temperatura ambiente e,
entdo, os esterdis totais foram extraidos por meio da adi¢do de 0,6 mL de n-hexano (Sigma-
Aldrich) e agitados em vortex durante 10 s. Os tubos foram centrifugados a 13.416 x g

durante 1 minuto. A camada superior organica foi transferida para um novo tubo e 1 mL de
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n-hexano foi adicionado. As leituras de absorbancia foram feitas em espectrofotobmetro a 295
nm. A quantificacdo do ergosterol foi realizada por comparagdo da curva padrdo com
ergosterol comercial (Sigma - Aldrich, Alemanha). Todos os procedimentos foram realizados
em duplicata. Os resultados foram comparados com o conteddo do ergosterol de células
cultivadas em meio RPMI 1640 sem os analogos. As amostras tratadas com ITC e INH nas
concentracdes 2xCIM, CIM, CIM/2 foram utilizadas como controles positivos de diminuigdo
da concentracdo de ergosterol (CORDEIRO et al., 2014).

5.6 Influéncia dos analogos da isoniazida sobre a integridade da membrana plasmética

A influéncia dos anélogos da INH sobre a integridade e permeabilidade da
membrana celular foi realizada conforme sugerido por Devi et al. (2010), com adaptacdes,
para cepas de C. posadasii (n = 12) em forma filamentosa. Os isolados foram cultivados em
meio RPMI 1640, acrescidos das CIM e CIM/2 dos anélogos da INH, previamente definidas,
durante 2 dias em 28 °C e 35 °C. Apds esse periodo, os tubos foram centrifugados a 13416 x g
durante 15 minutos. Os sobrenadantes de cultivo foram filtrados em membrana de 0,22 pum
para remocdo das células vegetativas e debris celulares. Os sobrenadantes foram entéo
diluidos na proporcédo 1:10 em &gua destilada estéril, e a liberacdo de moléculas com picos de
absorcdo de UV a x:260 e x:280nm para compostos fendlicos. Foram realizados cultivos dos
isolados em meio RPMI 1640 sem a adicdo dos analogos como controles positivos de

integridade de membrana plasmatica flingica (CORDEIRO et al., 2014).

5.7 Andlise estatistica

A sensibilidade antimicrobiana foi comparada por meio de analise one-way de
variancia (ANOVA) e pos-teste de comparacdo multipla de Tukey. Um valor de p < 0,05 foi
considerado significativo. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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6. RESULTADOS

6.1 Avaliacdo da atividade antifiingica in vitro dos analogos da isoniazida frente a cepas
clinicas e ambientais de C. posadasii

Todos os analogos da isoniazida inibiram o crescimento das cepas de C. posadasii
in vitro. Apos o periodo de incubagdo de 2 dias a 35 °C, os seguintes intervalos de CIM foram
obtidos: INH: 750 a 1500 pg/mL (média geométrica: 891,9 pg/mL); P3: 100 a 400 pg/mL
(média geométrica: 224,4 pg/mL); P5 e P6: 100 a 400 pg/mL (média geométrica: 211,8
pg/mL); e PACT: 50 a 100 pg/mL (média geométrica: 50 pg/mL). Os valores de CFM
variaram de 200 a 800 pg/mL (média geométrica: 448,9 pg/mL) para P3, 200 a 800 pg/mL
(média geométrica: 475,6 ug/mL) para P5 e P6 e de 200 a 400 pg/mL (média geométrica:
224,4 pg/mL) para PACT. Todos os dados estéo apresentados na Tabela 4.

No tocante as drogas antiflngicas, todas as cepas foram inibidas pelos
antifangicos anfotericina B e itraconazol, com valores de CIM que variaram de 0,0625 a
0,125 pg/mL (média geométrica: 0,105 pg/mL) para AMB e 0,125 a 0,5 pg/mL (média
geomeétrica: 0,177 pug/mL) para ITC, conforme representado na Tabela 4.

Quando comparados a INH, todos os analogos apresentaram valores de CIM
menores (p<0.05). Quando comparados entre si, 0 analogo que melhor apresentou valor de
CIM para C. posadasii foi o andlogo PACT (p<0.05) e os maiores valores de CIM foram
observados para o analogo P3. Quanto ao CFM, foi observado que os analogos P3 e PACT
apresentaram menores valores quando comparados aos analogos P5 e P6. A droga INH e os
antifangicos AMB e ITC foram usados como controle dos testes de sensibilidade. A cepa C.
parapsilosis ATCC 2209 mostrou valores de CIM para anfotericina B no intervalo de 0,5 a
4,0 ug/mL e para itraconazol de 0,12 a 0,5 pg/mL.
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Tabela 4 — Concentragfes inibitérias minimas (CIM) e concentracbes fungicidas minimas (CFM) dos anédlogos da isoniazida e
antifangicos (ug/mL) testados isoladamente frente as cepas clinicas e ambientais de Coccidioides posadasii (n=12).

Cepas P3 P5 P6 PACT INH AMB ITC
CodiggpCEMM CIM  CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CIM CIM
01-06-088 400 800 200 800 200 800 50 200 1500 0125 0,125
01-06-089 200 400 100 200 200 400 100 200 750 0,125 0,125
01-06-090 400 800 400 800 400 800 25 400 750 0,125 0,25
01-06-092 200 400 200 800 100 400 50 200 750 0,125 0,25
01-06-101 200 400 200 400 200 400 50 200 750 00625 0,125
01-06-102 200 400 200 400 200 400 50 200 1500 0,125 0,125
01-06-103 400 800 400 800 400 800 50 200 750 0,125 05
05-02-064 100 200 200 400 400 800 25 400 1500 0.125 0,25
05-02-066 200 400 200 400 400 800 100 200 750 0,0625 0,25
05-02-069 200 400 100 200 100 200 50 200 750 0,125 0,125
05-02-070 200 400 200 400 200 400 50 200 750 00625 0,125
05-04-012 200 400 400 800 100 200 50 200 750 0,125 0,125

Média
ceomtrica 2244 4489 2118 4758 211,8 4756 50 2244 8919 0,105 0,177

Legenda: P3: N’- (1-(4-methoxifenil) etilideno) isonicotinohidrazida, P5: N’- (1-m-tolileilidene) isonicotinohidrazida; P6: N'- (1- (4-metilfenil) etilideno)
isonicotinohidrazida, PACT: N’- (1-feniletilideno) isonicotinohidrazida, INH: isoniazida, AMB: anfotericina B; ITC: itraconazol.
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6.2 Sensibilidade de cepas clinicas e ambientais de C. posadasii frente aos analogos

da isoniazida em combinag6es com os antifangicos anfotericina B e itraconazol

Quanto as combinacdes formadas pelos anadlogos da isoniazida e 0s
antifungicos anfotericina B e itraconazol, observou-se que todas as combinacfes foram
capazes de inibir o crescimento, in vitro, das cepas de C. posadasii. A interagdo
sinérgica foi detectado nas quatro combinagdes com AMB e em duas combinagfes com
ITC, sendo um total de seis combinages, frente todas as cepas de C. posadasii (n=12),
néo sendo observado antagonismo em nenhuma delas.

De acordo com os resultados obtidos, todas as combinagdes formadas pelos
analogos da isoniazida e a anfotericina B mostraram interacGes sinérgicas contra C.
posadasii, apresentando as seguintes médias geométricas de CIM: P3 [31,5] + AMB
[0,031]; P5 [56,1] + AMB [56,1]; P6 [42] + AMB [42] e PACT [10,5] + AMB [10,5].
J& para os anélogos e o ITC, duas combinacfes mostraram interacfes sinérgicas contra
C. posadasii, apresentando as seguintes médias geomeétricas de CIM: P5 [56,1] + ITC
[0,007] e PACT [0,0624] + ITC [2]. As combinacbes P3 [317,5] + ITC [0,250] e P6
[317,5] + ITC [0,315] foram excluidas da pesquisa por apresentarem valores
indiferentes.

Os resultados da associacdo entre os analogos da isoniazida e o0s
antifingicos mostraram que a associacdo entre P3+AMB exibiu efeito sinérgico em sete
das doze cepas testadas, P5+AMB em dez das doze cepas, P6+AMB e PACT+ AMB
em onze das doze cepas, P5+ITC em nove das doze cepas e PACT+ITC em onze das
doze cepas testadas. Todos os valores das variages de CIM, FICI e média geométrica
estéo descritos na Tabela 5.

Por fim, os dados obtidos evidenciaram que as combinagfes P6+AMB,
PACT+AMB e PACT+ITC exibiram efeito sinérgico na maioria das cepas testadas,
sendo as combinacGes que obtiveram a maior taxa de sinergismo, com excecao de uma

cepa que apresentou FICI igual a 2,01.



Tabela 5 — Variacdo dos valores e média geométrica de CIM e variacao de FICI dos analogos da isoniazida combinados
com os antifangicos anfotericina B e itraconazol, em pg/mL, frente as cepas clinicas e ambientais de C. posadasii
(n=12).

Variacao Meédia geométrica ) ) )
) Variagao Sinergismo
Combinagéo CIM CIM
i : i i FICI (n)
Anélogo Antifangico Anélogo  Antifangico
P3 +AMB 12,5-100 0,031-0,0625 31,5 0,031 0,281-1,125 07/12
P5 +AMB 25-100 0,001-0,003 56,1 56,1 0,140-1,007 10/12
P6 +AMB 25-100 0,0009-0,003 42 42 0,140-0,562 11/12
PACT +AMB 12,5-50 0,0009-0,001 10,5 10,5 0,128-2,015 11/12
P3+ITC 200-400 0,125-0,5 317,5 0,250 0,521-2 I
P5+ITC 25-100 0,0009-0,06 56,1 0,007 0,0132-2,24 9/12
P6+ITC 200-400 0,125-1 3175 0,315 0,625-1 I
PACT + ITC 3,125-12,5 0,0004-0,5 7 0,004 0,0624-2 11/12

Legenda - I: Indiferente; P3: N’ - (1- (4-methoxifenil) etilideno) isonicotinohidrazida; P5: N’ - (1-m-tolileilidene) isonicotinohidrazida; P6: N'-
(1- (4-metilfenil) etilideno) isonicotinohidrazida; PACT: N’ - (1-feniletilideno) isonicotinohidrazida; AMB: anfotericina B; ITC: itraconazol.
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6.3 Determinacdo do efeito in vitro dos analogos da isoniazida isolados e
combinados com antifungicos sobre o teor de ergosterol celular frente a cepas

clinicas e ambientais de C. posadasii

6.3.1 Anéalogos isolados

A influéncia dos andlogos isolados sobre a concentracdo celular de
ergosterol das doze cepas de C. posadasii esta representada na Tabela 6. Os valores de
concentracdo de ergosterol para todas as cepas testadas (n=12) e controles estdo
expressos nas tabelas dos Apéndices A-D.

O teor de ergosterol foi determinado para cada cepa cultivada em diferentes
concentragdes das drogas em estudo (2xCIM, CIM e CIM/2). Foi observada uma
reducdo significativa no teor de ergosterol apos determinado tempo de incubacdo de 2
dias de acordo com a espécie fangica, a medida que se aumentava a concentracao de
cada droga.

Todavia, os dados representados na Tabela 6 mostraram que, dos quatro
analogos testados isoladamente contra as cepas de C. posadasii, somente P5 e PACT se
mostraram efetivos na diminuicdo da concentracdo do ergosterol celular, obtendo as
menores médias geométricas quando comparada com o controle sem droga. ITC foi
utilizado como controle de qualidade para as todas as cepas testadas, observando-se
uma diminuicdo significativa na producédo de ergosterol nas concentragdes 2xCIM, CIM
e CIM/2. De um modo geral, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os

resultados apresentados por INH e ITC (p<0,05).
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Tabela 6 — Concentracdo celular do ergosterol de cepas clinicas e ambientais de
C. posadasii (n=12) apds exposi¢cdo a hidrazonas, isoniazida, anfotericina B e
itraconazol. Resultados expressos em media * erro padrdo da media.

Concentracéao de ergosterol (uUM)

Compostos
2xCIM CIM CIM/2
P3 16,47 +1,3* 19,86 + 1,1* 22,19 +£1,0*
P5 12,4 +1,2** 15,85 £ 1,4** 18,21 £ 1,4**
P6 16,26 + 1,13* 19,76 + 0,94* 23,34 £ 0,52*
PACT 11,32 +0,96** 13,02 £0,77** 17,24 £ 1,3**
INH 10,27 + 0,48 13,23 £ 0,35 15,26 + 0,64
ITC 524+0,5 10,58 £ 0,45 152+0,4
AMB 11,17 £1,99 16,70 £ 0,87 17,93 £ 1,56

Controle 29,18 + 0,49

Legenda - C: controle; P3: N’ -(1-(4-methoxifenil) etilideno) isonicotinohidrazida; P5: N” - (1-
m-tolileilidene) isonicotinohidrazida; P6: N'- (1- (4-metilfenil) etilideno) isonicotinohidrazida;
PACT: N’ - (1-feniletilideno) isonicotinohidrazida; INH: isoniazida; ITC: itraconazol; *
Significancia estatistica em relagdo ao controle (p<0,05) e ** Significancia estatistica entre os
analogos (p<0,05).

6.3.2 Analogos combinados

Os resultados da influéncia dos analogos da isoniazida, utilizados em
concentracgdes sinérgicas com os antifangicos ITC e AMB, sobre a concentracéo celular
do ergosterol de oito (08) cepas de C. posadasii estd representada de acordo com a
média + erro padrdo (Tabela 7). Os valores de concentracdo de ergosterol para todas as
cepas testadas e controles estdo expressos nas tabelas dos Apéndices E-G.

Todos os analogos da isoniazida testados em combinagdo com o0s
antifungicos foram capazes de diminuir a concentracdo celular de ergosterol quando
comparados com o controle sem nenhum tratamento (p<0,05). Foi possivel observar
que todos os analogos testados em combinacdo com ITC apresentaram semelhanca nos
resultados dos analogos testados em combinacdo com AMB, quando comparados entre
si, sendo somente observada diferenca no analogo PACT que, na concentracdo de
CIM/2, a combinacdo com ITC apresentou maior capacidade de diminuicdo do

ergosterol quando comparada a combinacdo com AMB.
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Tabela 7 — Concentracdo celular do ergosterol de cepas clinicas e ambientais de
C. posadasii (n=08) ap0s exposi¢do aos andlogos da isoniazida em combinacgéo
com os antifungicos anfotericina B e itraconazol. Resultados expressos em
média £ erro padrdo da média.

Combinacoes

Concentracéo de ergosterol (uUM)

2xCIM CIM CIM/2
P3 + AMB 10,48 + 0,26* 14,42 + 0,32* 18,37 £ 0,42*
P3+ITC 10,06 + 0,39* 15,33 +£1,3* 18,59 + 0,91*
P6 + AMB 11,76 + 0,32* 13,47 +0,15* 13,94 + 0,24*
P6+ITC 14,74 £ 0,78* 17,16 + 0,13* 17,66 + 0,07*
PACT + AMB 9,96 +0,27* 11,93 £ 0,54* 19,16 £ 0,32*
PACT +ITC 10,48 + 0,25* 13,31 £ 0,25* 14,34 + 0,16*

Controle 29,18 + 0,49
INH* 12,92 + 0,44

Legenda - C: controle; INH: isoniazida; AMB: anfotericina B; ITC: Itraconazol; PACT: N’-
(1-feniletilideno) isonicotinohidrazida; P3: N’-(1-(4-methoxifenil) etilideno)
isonicotinohidrazida; P5: N’- (1-m-tolileilidene) isonicotinohidrazida; P6: N'- (1- (4-
metilfenil) etilideno) isonicotinohidrazida; 2xCIM, CIM e CIM/2 combinados. *
Significancia estatistica em relagéo ao controle (p<0,05).

6.4 Determinacao do efeito in vitro dos analogos da isoniazida sobre a integridade
da membrana plasmatica, isolados e combinados, frente a cepas clinicas e

ambientais de C. posadasii

6.4.1 Analogos isolados

A influéncia dos anélogos isolados sobre a integridade da membrana
plasmatica de oito cepas clinicas e ambientais de C. posadasii estd representada no
grafico da Figura 11. Os valores de absorbancia Optica (DO) sdo diretamente
proporcional a concentracdo do espécime absorvente de luz presente na mostra para
todas as cepas testadas e controles estdo expressos nas tabelas dos Apéndices H e I.

Todos os anélogos da isoniazida (P3, P5, P6 e PACT) testados mostraram
extravasamento de macromoléculas, sendo capazes de romper a integridade da
membrana celular fangica quando comparadas ao controle sem tratamento (p<0,05). O

analogo P6 manteve-se em nivel de absorbancia maior que os demais compostos nas
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concentracdes CIM e CIM/2 quando comparado a AMB e ao controle de tratamento. Ja
os demais analogos (P3, P5 e PACT) mantiveram-se sem relevancia estatistica para o
CIM/2 quando comparados com AMB e controle sem droga, salientando que a droga
INH permaneceu com uma maior atividade sobre a membrana celular fangica nas
concentracdes de CIM e CIM/2.

Figura 11 — Absorbancias do conteudo extracelular de células de C.
posadasii (n=8) a 260nm (A) e 280nm (B) tratadas com os analogos da
isoniazida.
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C: Controle; P3: N” -(1-(4-methoxifenil) etilideno) isonicotinohidrazida; P5: N” -(1-
m-tolileilidene) isonicotinohidrazida; P6: N'- (1- (4-metilfenil) etilideno)
isonicotinohidrazida. AMB: anfotericina B; INH: isoniazida e PACT: N’ - (1-
feniletilideno) isonicotinohidrazida. * Significancia estatistica em relacdo ao controle
(p<0,05). Fonte: Prdprio autor
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6.4.2 Analogos combinados

A influéncia dos andlogos em combinagdo com antifungicos sobre a
integridade da membrana plasmatica das oito cepas de C. posadasii esta representada no
grafico da Figura 12. Os valores de densidade Optica para todas as cepas testadas e
controles estdo expressos nas tabelas dos Apéndices J e K.

Todos os anélogos da isoniazida testados em combinagdo com AMB e ITC
mostraram extravasamento de macromoléculas, sendo capazes de romper a integridade
da membrana celular fungica quando comparadas ao controle sem tratamento (p<0,05).
O analogo P3, nas concentracdes de CIM e CIM/2, manteve-se em nivel de absorbancia
maior que os demais compostos quando comparado a AMB e ITC e ao controle de
tratamento. J& os demais analogos (P6, P5 e PACT) mantiveram-se sem relevancia
estatistica pra o CIM e CIM/2 quando comparados com AMB e ITC e controle sem
droga, salientando que a droga INH permaneceu com uma maior atividade sobre a

membrana celular fungica nas concentracfes de CIM e CIM/2.



Figura 12 — Absorbancias do contetdo extracelular das células de C. posadasii
(n=8) a 260nm (A) e 280nm (B) tratadas com os analogos da isoniazida.
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C: Controle; AMB: anfotericina B; INH: isoniazida; PACT: N’- (1-feniletilideno)
isonicotinohidrazida; P3: N’-(1-(4-methoxifenil) etilideno) isonicotinohidrazida; P5: N’- (1-m-
tolileilidene) isonicotinohidrazida; P6: N'- (1- (4-metilfenil) etilideno) isonicotinohidrazida. *
Significancia estatistica em relagdo ao controle (p<0,05). Fonte: Prdprio autor.



48

8. DISCUSSAO

A disponibilidade de um pequeno nimero de drogas antifingicas como
anfoterina B, derivados azélicos e equinocandinas (GONZALEZ, 2009) e o
aparecimento de cepas patogénicas resistentes aos farmacos acarretam dificuldades ao
tratamento dessas micoses, 0 que leva a necessidade de uma busca por novos compostos
e moléculas ativas, investigando o potencial antifingico de drogas ndo utilizadas na
terapia antifingica, como o0s agentes imunossupressores, antiparasitarios e antibiéticos
(AFELTRA; VERWELJ, 2003; AFELTRA et al., 2004).

Apesar do desenvolvimento de novos farmacos, o aumento no numero de
casos de micoses profundas e oportunistas tem sido motivo de preocupacdo para a
comunidade médica e cientifica (ESPINEL-INGROFF, 2009). Dessa maneira, varios
estudos tém contribuido para o desenvolvimento de novos agentes a fim de ampliar o
arsenal terapéutico antifungico, como por exemplo, compostos da classe dos derivados
azllicos, como o voriconazol, posaconazol e ravuconazol, e da classe das
equinocandinas, como a caspofungina, micafungina e anidulafungina (CHAPMAN;
SULLIVAN; CLEARY, 2008).

Novos planos com resultados promissores vém sendo testados com o uso da
combinacdo de antifingicos frente a diversos patdgenos (HO et al., 2007). Dentre as
combinacBes j& descritas estdo os derivados azdlicos com poliénicos, equinocandinas
com azolicos ou poliénicos, as quais tém apresentado interacdo in vitro frente a diversas
espécies fungicas como, Aspergillus, Candida, Cryptococcus e Scedosporium spp.
(ARIKAN et al., 2002; BARCHIESI et al., 2000, 2004, 2005; YUSTES & GUARRO,
2005; YU et al., 2008).

Estudos recentes mostram que drogas antituberculose possuem efeito
inibitdrio in vitro frente a varios agentes de micoses sistémicas, tais como os fungos
dimorficos C. posadasii e H. capsulatum (CHOTMONGKOL; METHAWASIN, 2001;
CORDEIRO et al.,, 2006b; EL-AZIZI, 2007). Essas drogas vém sendo testadas de
maneira isolada ou em combinagdo com drogas cléssicas antifungicas, tais como
anfotericina B e itraconazol (CORDEIRO et al., 2009). Ou seja, a interacdo entre elas
pode se mostrar como uma alternativa para o tratamento de pacientes com infecgcOes
fangicas graves e de dificil diagndstico (CUENCA-ESTRELLA et al., 2006).
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Cordeiro et al. (2009) recentemente avaliaram o efeito antifungico da droga
antituberculose isoniazida frente a cepas de C. posadasii e observaram sua eficacia in
vitro, isolada e em combinacdo com os derivados azoélicos fluconazol, itraconazol e
voriconazol.

Baseado na necessidade da busca de novos agentes com potencial
antifangico, o presente estudo avaliou o efeito in vitro dos analogos da droga isoniazida
frente a cepas clinicas e ambientais de C. pasadasii denominados de: P3: [N’-(1-(4-
methoxifenil)  etilideno) isonicotinohidrazida]; P5: [N’-(1-m-tolileilidene)
isonicotinohidrazida]; P6: [N’-(1-(4-metilfenil) etilideno) isonicotinohidrazida]; e
PACT: [N'-(1-feniletilideno) isonicotinohidrazida].

O efeito in vitro dos analogos da droga isoniazida, associados ou ndo aos
derivados azolicos, foi investigada através da determinacdo da concentracdo inibitdria
minima pelo método de macrodiluicdo em caldo, conforme protocolo descrito no
documento M38-A2, preconizado pelo CLSI (2008). Essa técnica € muito utilizada nos
laboratérios de micologia, com resultados faceis de ler e interpretar, permitindo uma
melhor padronizacdo como temperatura, periodo de incubacdo, meios de cultura e
determinacdo dos pontos de corte (breakpoints). Porém, o documento M38-A2 nédo
contemplam a analise de sensibilidade in vitro de C. posadasii.

Mesmo com a auséncia dos testes de sensibilidade para fungos dimérficos
descrita no documento M38-A2 (2008), varias sdo as pesquisas que utilizam a técnica
da macrodiluicdo em caldo, onde realizam os testes na forma filamentosa do fungo,
atribuindo-lhes modificagcbes para o melhor aproveitamento da técnica, como, por
exemplo, o tempo de leitura e a concentracdo do inoculo fungico (ANDREU et al.,
2003).

No tocante as hidrazonas derivadas da droga isoniazida avaliadas no
presente estudo, estas sao moléculas quimicamente classificadas como iminas, as quais
apresentam um grupo funcional com estrutura geral RiR2C=N-NR3R4, onde R" pode ser
um H ou um grupo orgéanico, sendo nesse ultimo caso conhecida também como base de
Schif (UPPAL et al., 2011). Sdo compostos formados pela reacdo de condensacdo entre
cetonas ou aldeidos e uma hidrazida, catalisada pela presenca de &cido ou base
(MARQUES, 2013).

Em relacdo a estrutura quimica dos compostos sintetizados por Marques

(2013), podemos observar que todos os analogos possuem, em sua estrutura, o principio
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ativo fenil etilideno isonicotinohidrazida, que se mantém presente em todas as
substancias com modificacGes estruturais da seguinte forma: para o analogo P3 a
presenca de 1-(4-metoxi-fenil); P5 de 1- (3-metilfenil) etilideno; P6 de 1- (4-metilfenil)
etilideno; e para PACT o (fenil). Estas composisdes revelam, assim, possibilidades de
diferentes compostos que podem ser consideradas moléculas biologicamente ativas.

Bajda et al. (2008) afirmaram que a lipofilicidade é uma propriedade
fundamental dos compostos biolégicos ativos. Desta forma, foi visto por Rastogi et al.
(1981) que a maioria dos farmacos ativos contra as micobactérias sdo moléculas
hidrofobicas que sdo capazes de interagir com a superficie hidrofilica da camada
exterior da bactéria e estdo tornando-se alvos dos pesquisadores devido sua ampla
variedade de propriedades que vdo desde atividades antibacteriana, antifingica,
antituberculose (JUDGE et al., 2012), anti-inflamatoria (SANGLARG et al., 2009),
analgeésica, anticonvulsivante (REIS et al., 2011), antimalarica (MELNYK et al., 2006),
antitumoral (TERZIOGLU; GURSQY, 2003), dentre outras.

O grupo funcional das hidrazonas esté presente em diversas substancias com
atividade bioldgicas ja descritas na literatura e que podem ser utilizadas como modelos
para planejamento de candidatos a novos compostos. Romero (2009) descreveu a acao
do composto N-acilidrazonas, in vitro, sobre formas epimastigotas de Trypanossoma
cruzi, enquanto Melnyk et al. (2009) descreveu uma colecdo de acilidrazonas ativas
contra linhagem de Plasmodium falciparum, a clorogquinona. Kaplancikli et al. (2008)
sintetizaram e avaliaram in vitro os derivados da hidrazida imidazol [1,2-a] piridina
contra M. tuberculosis, que apresentaram CIM de 6,25 pg/mL. Masunari e Tavares
(2007) demostraram efeito antibacteriano dos analogos da nifuroxazina contra S.
aureus.

Judge et al. (2009) estudaram o potencial antibacteriano, antifingico,
antimicobacteriano e antiviral de uma série de hidrazonas provenientes da isoniazida e
testaram esses compostos frente a S. aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, M.
tuberculosis, C. albicans, A. niger, além de virus de DNA e RNA. Os resultados
mostraram que as hidrazonas sintetizadas foram capazes de inibir o crescimento das
bactérias e dos fungos testados, apresentando valores de CIM igual ou menor que o
agente antibacteriano norfloxacina e o antifangico fluconazol.

Secci et al. (2012) sintetizaram a hidrazida 4-(4-iodophenyl) thiazol-2-yl)
que apresentou efeito in vitro com CIM de 0,25 pug/mL contra Candida spp. Altintop et
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al. (2012) sintetizaram o 2-[(1-methyl-1H-tetrazol-5-yl)thio)] acetohidrazida e relataram
CIM de 0,05 pg/mL também contra espécimes de Candida spp. Visbal et al. (2011)
sintetizaram quatro analogos de hidrazona que apresentaram atividade inibitoria in vitro
contra o fungo dimdrfico P. brasiliensis. Maillard et al. (2013) sintetizam a hidrazida (4
-(4-iodofenil)-tiazol-2-il), exibindo atividade in vitro contra espécimes de Candida spp.,
apresentando CIM de 0,25 pg/mL. Mais recentemente, Cordeiro et al. (2014) avaliaram
a hidrazona PACT: [N'-(1-feniletilideno) isonicotinohidrazida], sintetizada a partir da
droga isoniazida (INH), contra cepas de H. capsulatum.

No presente estudo, todas as hidrazonas sintetizadas da droga isoniazida
testadas (P3, P5, P6 e PACT) demonstraram atividade antifangica in vitro frente a cepas
clinicas e ambientais de C. posadasii. No entanto, o melhor resultado foi obtido com o
analogo PACT, cujos valores de CIM variaram entre 50 a 100 pg/mL. Resultados
semelhantes foram obtidos por Marques (2013) ao estudar o efeito do mesmo analogo
frente a cepas de H. capsulataum. O analogo PACT foi capaz de inibir o crescimento
de H. capsulatum com valores de CIM que variaram de 15,6 a 250 pg/mL para a fase
filamentosa e 7,8 a 250 pug/mL para a fase leveduriforme.

Quanto a sensibilidade de C. posadasii em combinacédo entre os anal6gos da
isoniazida e os antifungicos anfotericina B e itraconazol, também observou-se que P3,
P5, P6 e PACT foram capazes de diminir significativamente o CIM para AMB. Ja para
ITC, somente os andlogos P5 e PACT obteveram valores relevantes na redugédo de CIM.
As combinacdes entre PACT/AMB e P6/AMB também mostraram maior interacéo
sinérgica entre os compostos, mostrando sinergismo em 11 de 12 cepas de C. posadasii,
com valores de CIM que variaram entre 0,128 a 2,015 e 0,140 a 0,562, respectivamente.
Resultados semelhantes foram obtidos por Marques (2013) ao estudar a interacdo entre
a hidrazona PACT em combinagdo com AMB, que mostrou sinergismo em 14 das 18
cepas de H. capsulatum na forma filamentosa, com valores de CIM que variaram entre
0,009-0,78 pg/mL. Para a fase leveduriforme, a combinacéo de drogas mostrou valores
de CIM que variaram entre 0,04-0,56. Ja as demais combinagdes testadas entre o0s
anélogos P3, P5, P6 e os antifungicos anfotericina B e itraconazol frente a cepas de C.
posadasii sdo pioneiras na literatura.

Com o0 objetivo de compreender o mecanismo de a¢do dos compostos P3,
P5, P6 e PACT, foi investigado o efeito dessas drogas sobre o contetdo total de

ergosterol celular e a permeabilidade da membrana plasmatica. O ergosterol € a



52

molécula lipidica predominante em células fungicas que regula a fluidez, a
permeabilidade da membrana, e a atividade de muitas enzimas incorporadas a ela.
Assim, as atividades funcionais do ergosterol desempenham um papel importante no
crescimento celular (PARVEEN et al., 2004).

Os anélogos da isoniazida foram capazes de diminuir significativamente a
concentracdo de ergosterol celular frente as cepas clinicas e ambientais de C. posadasii
testadas isoladamente (n=12) e em combinacdo (n=8) com os antifingicos anfotericina
B e itraconazol, permitindo observar que dos quatro (4) analogos testados, PACT e P5
foram os mais efetivos na diminuicdo da concentracdo celular de ergosterol quando
comparados com os analogos P3 e P6.

Marques (2013) descreveu que o analogo PACT na concentragdo
suprainibitéria (CIM/2) foi capaz de reduzir o teor de ergosterol frente a cepas de H.
capsulatum. Por sua vez, no presente estudo, os resultados obtidos corroboram com o
exposto acima, uma vez que foi demonstrado que a concentracdo de ergosterol celular
diminuiu quando as cepas de C. posadasii foram expostas a esse mesmo analogo em
doses inibitorias e sub-inibitérias. Tal efeito também foi observado quando houve
exposicao das células ao itraconazol, que sabidamente inibe a sintese de ergosterol.

Visbal et al. (2011) também avaliaram os efeitos inibitérios de analogos de
hidrazona frente a cepas de P. brasiliensis e observou inibigéo do crescimento em torno
de 90%. Os autores mostraram que os derivados de hidrazona sdo capazes de afetar o
crescimento fungico através da inibicdo da sintese de brassicasterol (esterol
predominante) e do ergosterol. No entanto, um dos compostos ndo mostrou associagao
com qualquer etapa do bloqueio da via biossintética dos esterois, sugerindo diferentes
mecanismos de acao.

O resultado obtido nesse trabalho descreveu que todos os analogos da
isoniazida foram capazes de desestabilizar a integridade da membrana de C. posadasii,
obtendo o maior escape de macromoléculas. Sendo observado que o analogo P6 testado
isoladamente e 0 andlogo P3 em combinagdo com itraconazol foram os mais efetivos no
extravasamento dessas moléculas. A dispersdo dos componentes intracelulares sugere
que o efeito crucial dessas drogas nas células fungicas esta relacionado & formacéo de
poros na membrana citoplasmatica, provocando uma lise celular subsequente. Essa
liberacdo de conteddo intracelular é considerada um forte indicativo de danos e perda da
integridade da membrana plasmatica (CARSON; MEE; RILEY, 2002; DEVI et al.,
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2010). Cordeiro et al. (2014) descreveram que a droga INH e o andlogo PACT sdo
capazes de alterar a integridade da membrana de H. capsulatum.
Portanto, podemos concluir que os analogos da isoniazida (P3, P5, P6 e
PACT) apresentaram resultados promissores na busca por novos compostos com
atividade antifungica frente C. posadasii. Considerando a baixa toxicidade ja
anteriormente demonstrada dos compostos (MARQUES, 2013), aliado a seu elevado
potencial inibitério evidenciado frente a cepas de C. posadasii, in vitro, e sua atividade
sobre o teor de ergosterol total e permeabilidade da membrana plasmatica, bem como,
sua acdo adjuvante para aumentar a sensibilidade deste patdégeno a drogas antifungicas.
Diante do exposto, os dados obtidos apontam novas alternativas para o
tratamento da coccidioidomicose, sendo necessarios novos estudos que visem continuar
a investigacdo do mecanismo de agdo desses compostos derivados da droga isoniazida
no metabolismo celular fungico, bem como realizar experimentos in vivo para confirmar

a significancia desses resultados.
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9. CONCLUSAO

1.

3.

4.

As hidrazonas P3: [N’ - (1- (4-methoxifenil) etilideno) isonicotinohidrazida], P5:
[N’ -(1-m-tolileilidene) isonicotinohidrazida], P6: [N’ - (1-(4 metilfenil) etilideno)
isonicotinohidrazida] e PACT: [N'-(1-feniletilideno) isonicotinohidrazida] foram
capazes de inibir o crescimento in vitro de C. posadasii. Dentre todos os derivados,

0 analogo quimico PACT apresentou o0 menor valor de CIM.

As hidrazonas P3: [N’ -(1-(4-methoxifenil) etilideno) isonicotinohidrazida], P5: [N’
-(1-m-tolileilidene) isonicotinohidrazida], P6: [N’ -(1-(4 metilfenil) etilideno)
isonicotinohidrazida] e PACT: [N'-(1-feniletilideno) isonicotinohidrazida] foram
capazes de inibir o crescimento in vitro de cepas de C. posadasii combinados com

os antifungicos anfotericina B e itraconazol.

As hidrazonas P3: [N’ -(1-(4-methoxifenil) etilideno) isonicotinohidrazida], P5:
[N’-(1-m-tolileilidene) isonicotinohidrazida], P6: [N’-(1-(4 metilfenil) etilideno)
isonicotinohidrazida] e PACT: [N'-(1-feniletilideno) isonicotinohidrazida] foram
capazes de provocar reducdo do teor de ergosterol total em cepas de C. posadasii.
Os analogos quimicos isolados, formado a partir da P5 e PACT e todos os analogos
combinados com os antifungicos anfotericina B e itraconazol, mostraram-se mais

efetivos na diminuicdo da concentragéo de ergosterol celular.

As hidrazonas P3: [N’ -(1-(4-methoxifenil) etilideno) isonicotinohidrazida], P5:
[N’-(1-m-tolileilidene) isonicotinohidrazida], P6: [N’-(1-(4 metilfenil) etilideno)
isonicotinohidrazida] e PACT: [N'-(1-feniletilideno) isonicotinohidrazida]
induziram alteracbes na estrutura da membrana plasmatica de cepas de C.
posadasii em todas as concentracdes testadas. O analogo P6 isolado e P3 em
combinacdo com itraconazol permitiram o maior escape de macromoléculas

essenciais ao crescimento fungico.
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APENDICE A - VALORES BRUTOS DAS CONCENTRACOES DE ERGOSTEROL EM pM PARA TODAS AS CEPAS
DE C. posadasii TRATADAS COM O ANALOGO P3, ISONIAZIDA E ITRACONAZOL.

2xCIM CIM CIM/2
Cepas C

P3 INH ITC P3 INH ITC P3 INH ITC
01-06-088 29,54 14,42 10,21 3,38 19,38 12,83 12,04 23,67 16,67 13,17
01-06-089 29,83 7,04 11,54 6,92 12,42 13,79 9,21 1596 14,58 15,67
01-06-090 26,13 15,21 11,04 2,40 21,63 11,29 10,71 2592 12,08 14,63
01-06-092 26,96 16,13 10,42 2,33 2154 11,75 9,79 21,79 11,67 15,25
01-06-101 30,58 24,63 7,96 6,92 27,08 14,00 10,21 28,88 1529 17,25
01-06-102 29,25 24,13 8,96 8,00 2583 14,75 10,54 27,04 15,08 17,29
01-06-103 31,75 17,58 7,96 6,17 17,79 14,00 9,50 19,88 1529 17,08
05-02-064 29,42 13,71 9,50 2,57 18,67 12,46 8,79 21,96 1583 14,25
05-02-066 30,67 14,88 9,79 591 19,25 12,46 9,71 19,42 15,75 14,17
05-02-069 29,92 14,92 9,79 5,91 19,29 1246 9,71 21,75 15,71 14,00
05-02-070 29,29 17,50 12,96 6,33 18,00 1354 13,71 18,88 1454 14,17
05-04-012 26,83 17,46 13,08 6,13 1750 15,46 13,08 21,21 20,63 15,46

Legenda - C: controle; P3: N’ 1-(4-methoxifenil) etilideno) isonicotinohidrazida; INH: isoniazida; ITC: itraconazol.
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APENDICE B - VALORES BRUTOS DAS CONCENTRACOES DE ERGOSTEROL EM pM PARA TODAS AS CEPAS DE C.
posadasii TRATADAS COM O ANALOGO P5, ISONIAZIDA E ITRACONAZOL.

Cepas c 2xCIM CIM CIM/2

P5 INH ITC PS INH ITC P5 INH ITC
01-06-088 29,54 8,00 10,21 3,38 11,75 12,83 12,04 11,71 16,67 13,17
01-06-089 29,83 19,38 11,54 6,92 20,75 13,79 9,21 22,21 14,58 15,67
01-06-090 26,13 15,04 11,04 2,40 16,04 11,29 10,71 18,13 12,08 14,63
01-06-092 26,96 14,79 10,42 2,33 16,42 11,75 9,79 18,46 11,67 15,25
01-06-101 30,58 7,17 7,96 6,92 13,25 14,00 10,21 17,00 15,29 17,25
01-06-102 29,25 12,83 8,96 8,00 17,38 14,75 10,54 24,17 15,08 17,29
01-06-103 31,75 13,38 7,96 6,17 17,00 14,00 9,50 21,25 15,29 17,08
05-02-064 29,42 9,79 9,50 2,57 1196 12,46 8,79 13,29 15,83 14,25
05-02-066 30,67 7,13 9,79 5,91 742 1246 9,71 11,79 15,75 14,17
05-02-069 29,92 7,42 9,79 5,91 11,58 12,46 9,71 11,71 15,71 14,00
05-02-070 29,29 19,08 12,96 6,33 23,42 13,54 13,71 24,63 14,54 14,17
05-04-012 26,83 14,96 13,08 6,13 23,29 1546 13,08 24,21 20,63 15,46

Legenda: C: controle; P5: N’- (1-m-tolileilidene) isonicotinohidrazida; INH: isoniazida; ITC: itraconazol.
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APENDICE C - VALORES BRUTOS DAS CONCENTRACOES DE ERGOSTEROL EM pM PARA TODAS AS CEPAS DE C.
posadasii TRATADAS COM O ANALOGO P6, ISONIAZIDA E ITRACONAZOL.

Cepas c 2xCIM CIM CIM/2

P6 INH ITC P6 INH ITC P6 INH ITC
01-06-088 29,54 20,21 10,21 3,38 22,21 12,83 12,04 25,92 16,67 13,17
01-06-089 29,83 11,54 11,54 6,92 1458 13,79 9,21 23,25 14,58 15,67
01-06-090 26,13 11,54 11,04 2,40 1458 11,29 10,71 23,25 12,08 14,63
01-06-092 26,96 11,83 10,42 2,33 2396 11,75 9,79 2529 11,67 15,25
01-06-101 30,58 13,08 7,96 6,92 17,88 14,00 10,21 23,21 15,29 17,25
01-06-102 29,25 14,96 8,96 8,00 17,58 14,75 10,54 22,00 15,08 17,29
01-06-103 31,75 13,13 7,96 6,17 17,88 14,00 9,50 24,00 15,29 17,08
05-02-064 29,42 21,50 9,50 2,57 22,719 12,46 8,79 25,67 15,83 14,25
05-02-066 30,67 19,83 9,79 591 23,21 12,46 9,71 24,00 15,75 14,17
05-02-069 29,92 20,50 9,79 591 22,67 12,46 9,71 22,71 15771 14,00
05-02-070 29,29 18,63 12,96 6,33 19,83 1354 13,71 20,75 1454 14,17
05-04-012 26,83 18,38 13,08 6,13 19,92 1546 13,08 20,00 20,63 15,46

Legenda: C: controle; P6: N'- (1- (4-metilfenil) etilideno) isonicotinohidrazida; INH: isoniazida; ITC: itraconazol.
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APENDICE D - VALORES BRUTOS DAS CONCENTRACOES DE ERGOSTEROL EM uM PARA TODAS AS CEPAS DE C.
posadasii TRATADAS COM O ANALOGO PACT, ISONIAZIDA E ITRACONAZOL.

Cepas c 2xCIM CIM CIM/2

PACT INH ITC PACT INH ITC PACT INH ITC
01-06-088 29,54 9,92 10,21 3,38 11,42 12,83 12,04 15,21 16,67 13,17
01-06-089 29,83 11,21 11,54 6,92 15,04 13,79 9,21 17,58 14,58 15,67
01-06-090 26,13 17,29 11,04 2,40 17,63 11,29 10,71 18,00 12,08 14,63
01-06-092 26,96 17,38 10,42 2,33 17,71 11,75 9,79 17,71 11,67 15,25
01-06-101 30,58 12,08 7,96 6,92 13,17 14,00 10,21 24,04 15,29 17,25
01-06-102 29,25 12,63 8,96 8,00 13,38 14,75 10,54 25,17 15,08 17,29
01-06-103 31,75 12,08 7,96 6,17 14,42 14,00 9,50 22,21 15,29 17,08
05-02-064 29,42 8,29 9,50 2,57 10,79 12,46 8,79 14,79 15,83 14,25
05-02-066 30,67 10,46 9,79 5,91 11,25 12,46 9,71 14,46 15,75 14,17
05-02-069 29,92 9,92 9,79 5,91 10,29 12,46 9,71 1483 1571 14,00
05-02-070 29,29 6,17 12,96 6,33 11,04 13,54 13,71 1250 14,54 14,17
05-04-012 26,83 8,42 13,08 6,13 10,17 15,46 13,08 10,42 20,63 15,46

Legenda: C: controle; PACT: N’- (1-feniletilideno) isonicotinohidrazida; INH: isoniazida; ITC: itraconazol.
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APENDICE E - VALORES BRUTOS DAS CONCENTRACOES DE ERGOSTEROL EM pM PARA OITO CEPAS DE C. posadasii

TATADAS COM O ANALOGO P3 COMBINADO COM ANTIFUNGICOS ITRACONAZOL E ANFOTERICINA B.

Cepas c 2xCIM CIM CIM/2
P3+ITC P3+AMB P3+ITC P3+AMB P3+ITC P3+AMB
01-06-090 38,79 8,71 9,13 9,08 14,42 15,67 15,79
01-06-103 42,21 8,88 10,75 9,50 13,92 20,50 19,75
05-04-012 36,79 11,79 10,96 16,13 14,00 24,13 18,13
05-02-070 41,25 10,17 11,54 17,75 13,29 17,83 18,46
01-06-088 41,42 8,96 10,00 17,50 15,13 17,42 18,67
05-02-064 45,79 10,88 10,67 17,58 15,38 17,88 18,71
01-06-101 40,63 10,96 10,75 17,58 13,42 17,54 19,38
01-06-089 47,79 10,13 10,04 17,50 15,79 17,79 18,08

Legenda: C: controle; P3: N’-(1-(4-methoxifenil) etilideno) isonicotinohidrazida; AMB: anfotericina B; ITC: itraconazol.
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APENDICE F - VALORES BRUTOS DAS CONCENTRACOES DE ERGOSTEROL EM puM PARA OITO CEPAS DE C. posadasii
TRATADAS COM O ANALOGO P6 COMBINADO COM OS ANTIFUNGICO ITRACONAZOL E ANFOTERICINA B.

Cepas c 2xCIM CIM CIM/2
P6+I1TC P6+AMB P6+I1TC P6+AMB P6+I1TC P6+AMB
01-06-090 38,79 11,83 11,08 17,21 13,21 17,54 13,21
01-06-103 42,21 14,79 11,63 17,63 13,46 17,96 13,88
05-04-012 36,79 14,54 11,54 16,88 14,21 17,38 13,54
05-02-070 41,25 15,38 12,92 17,29 12,79 17,71 14,75
01-06-088 41,42 15,63 11,54 16,71 13,63 17,58 12,92
05-02-064 45,79 15,50 10,17 17,33 13,21 18,00 14,54
01-06-101 40,63 16,25 12,50 17,58 13,83 17,54 14,67
01-06-089 47,79 14,04 12,71 16,63 13,42 17,58 14,00

Legenda: C: controle; P6: N'- (1- (4-metilfenil) etilideno) isonicotinohidrazida; AMB: anfotericina B; ITC: itraconazol.
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APENDICE G - VALORES BRUTOS DAS CONCENTRACOES DE ERGOSTEROL EM uM PARA OITO CEPAS DE C. posadasii
TRATADAS COM O ANALOGO PACT COMBINADOS COM OS ANTIFUNGICOS ITRACONAZOL E ANFOTERICINA B.

2xCIM CIM CIM/2
Cepas ¢ PACT +ITC  PACT + AMB PACT +ITC PACT + AMB PACT +ITC  PACT + AMB
01-06-090 38,79 9,54 9,83 13,13 9,54 14,00 17,42
01-06-103 42,21 10,50 8,83 13,79 12,58 14,58 18,63
05-04-012 36,79 11,67 9,17 14,04 12,71 15,25 18,96
05-02-070 41,25 10,33 10,50 13,71 13,75 13,88 20,46
01-06-088 41,42 10,08 11,17 13,79 11,08 14,13 18,83
05-02-064 45,79 10,71 10,46 12,13 11,92 14,63 19,46
01-06-101 40,63 11,25 9,54 12,33 13,63 13,92 19,58
01-06-089 47,79 9,75 10,21 13,58 10,25 14,38 19,92

Legenda: C: controle; PACT: N’ - (1-feniletilideno) isonicotinohidrazida; AMB: anfotericina B; ITC: itraconazol; PACT: N’- (1-feniletilideno) isonicotinohidrazida;
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APENDICE H - VALORES BRUTOS DA ABSORBANCIA DO CONTEUDO EXTRACELULAR PARA TODAS AS CEPAS DE C.
posadasii TRATADAS COM OS ANALOGOS P3, P5, P6 E PACT, ISONIAZIDA E ANFOTERICINA B.

260nm
Cepas C CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2
P3 P3 P5 P5 P6 P6 PACT PACT AMB AMB INH INH
01-06-088 0,081 0,147 0,139 0,555 0,377 3 2,763 0,400 0,137 0,454 0,325 1,041 0,562
01-06-089 0,063 0,512 0,412 0,406 0,205 0,627 0,623 0,351 0,136 0,139 0,125 1,708 0,711
01-06-090 0,099 0,586 0,077 0,565 0,335 0,438 0,373 0,571 0,478 0,098 0,087 3 2,252

01-06-092 0,092 0,603 0,061 0,561 0,454 0,532 0,256 0,581 0,443 0,082 0,087 2,622 2,623
01-06-101 0,101 0,528 0,467 0,249 0,154 1,046 0,645 0,667 0,328 0,129 0,156 2,628 2,206
01-06-102 0,099 0,130 0,152 0,677 0,317 2,723 2,207 0,244 0,137 0,488 0,358 0,895 0,567
01-06-103 0,101 0,578 0,076 0,563 0,335 0,532 0,322 0,565 0,542 0,083 0,082 2,983 2,322
05-02-064 0,051 0,517 0,411 0,289 0,204 0,779 0,567 0,376 0,250 0,129 0,134 2,400 1,511
05-02-066 0,489 0,492 0,489 0,205 0,249 0,841 0,158 0,393 0,285 0,166 0,157 2,788 1,961
05-02-069 0,060 0,522 0,430 0,284 0,204 0,785 0,539 0,365 0,285 0,145 0,135 2,951 2,216
05-02-070 0,045 0,511 0,406 0,293 0,200 0,678 0,568 0,395 0,151 0,130 0,111 1,622 0,723
05-04-012 0,091 0,544 0,172 0,565 0,484 0,676 0,350 0,553 0,466 0,077 0,082 2,878 1,758

Legenda: C: controle; AMB: anfotericina B; PACT: N’-(1- (4-feniletilideno) isonicotinohidrazida; P3: N” (1-methoxifenil) etilideno) isonicotinohidrazida; P5: N’- (1-m-tolileilidene)
inohidrazida; P6: N'- (1- (4-metilfenil) etilideno) isonicotinohidrazida.
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APENDICE I - VALORES BRUTOS DA ABSORBANCIA DO CONTEUDO EXTRACELULAR PARA TODAS AS CEPAS DE C.
posadasii TRATADAS COM OS ANALOGOS P3, P5, P6 E PACT, ISONIAZIDA E ANFOTERICINA B.

280nm
Cepas C CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2

P3 P3 P5 P5 P6 P6 PACT PACT AMB AMB INH INH
01-06-088 0,085 0,194 0,173 0,491 0,145 2,276 1,827 0,306 0,145 0,522 0,569 1,066 0,661
01-06-089 0,065 0,618 0,521 0,363 0,199 0,872 0,551 0,403 0,237 0,146 0,145 1,668 0,728
01-06-090 0,098 0,078 0,311 0,448 0,264 0,382 0,577 0,495 0,403 0,078 0,091 2,329 1,558
01-06-092 0,167 0,082 0,733 0,514 0,338 0,373 0,556 0,466 0,381 0,082 0,084 2,668 1,572
01-06-101 0,087 0,560 0,493 0,241 0,151 1,014 0,663 0,537 0,332 0,124 0,193 2,207 1,466
01-06-102 0,089 0,196 0,150 0,535 0,272 2,295 1,557 0,258 0,150 0,493 0,544 1,017 0,632
01-06-103 0,156 0,080 0,546 0,473 0,267 0,405 0,509 0,462 0,400 0,079 0,102 2,445 1,545
05-02-064 0,073 0,566 0,436 0,339 0,274 0,623 0,573 0,322 0,245 0,124 0,150 2,561 1,832
05-02-066 0,153 0,534 0,537 0,234 0,192 0,851 0,154 0,852 0,258 0,168 0,165 1,976 1,297
05-02-069 0,069 0541 0,457 0,274 0,200 0,817 0,548 0,330 0,252 0,124 0,147 1,628 1,628
05-02-070 0,073 0,619 0,432 0,303 0,198 0,821 0,512 0,395 0,151 0,160 0,102 1,711 0,626
05-04-012 0,084 0562 0,177 0411 0,333 0,361 0,446 0,553 0,466 0,077 0,091 2,340 1,295

Legenda: C: controle; AMB: anfotericina B; INH: isoniazida; PACT: N’- (1-feniletilideno) isonicotinohidrazida; P3: N’- (1- (4-methoxifenil) etilideno) isonicotinohidrazida;
P5: N’- P5: (1-m-tolileilidene) isonicotinohidrazida; P6: N'- (1- (4-metilfenil) etilideno) isonicotinohidrazida.
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APENDICE J - VALORES BRUTOS DA ABSORBANCIA DO CONTEUDO EXTRACELULAR DE OITO CEPAS DE C. posadasii
TRATADAS COM OS ANALOGOS DA ISONIAZIDA EM COMBINACAO COM O ANTIFUNGICO ANFOTERICINA B.

260nm
CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2
Cepas © PACT/ITC PACT/ITC PACT/AMB PACT/AMB P3/ITC P3/ITC P3/AMB P3/AMB P6/ITC P6/ITC P6/AMB P6/ AMB AMB AMB INH INH
01-06-103 0,093 0,138 0,116 0,183 0,161 0,751 0,723 0,379 0,402 0,396 0,397 0,363 0,362 0,139 0,125 1,708 0,711
05-04-012 0,087 0,119 0,134 0,187 0,139 0,659 0,674 0,306 0,371 0,372 0,301 0,356 0,324 0,098 0,087 3,345 2,252
05-02-070 0,108 0,127 0,128 0,151 0,139 0,771 0,732 0,372 0,399 0,428 0,306 0,367 0,367 0,129 0,156 2,628 2,206
01-06-088 0,001 0,135 0,156 0,193 0,149 0,668 0,783 0,375 0,461 0,375 0,403 0,346 0,345 0,083 0,082 2,983 2,322
05-02-064 0,095 0,156 0,135 0,232 0,134 0,658 0,773 0,398 0,350 0,351 0,327 0,444 0,355 0,129 0,134 2,400 1,511
01-06-101 0,082 0,136 0,111 0,176 0,151 0,659 0,667 0,429 0,355 0,390 0,265 0,447 0,343 0,130 0,111 1,622 0,723
01-06-089 0,109 0,131 0,138 0,166 0,1495 0,608 0,689 0,457 0,374 0,373 0,304 0,356 0,350 0,077 0,082 2,878 1,758

Legenda: C: controle; AMB: anfotericina B; ITC: itraconazol; PACT: N’- (1-feniletilideno) isonicotinohidrazida; P3: N’(1- (4-methoxifenil) etilideno) isonicotinohidrazida; P5: N’- (1-

m-tolileilidene) isonicotinohidrazida; P6: N'- (1- (4-metilfenil) etilideno) isonicotinohidrazida.
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APENDICE K - VALORES BRUTOS DA ABSORBANCIA DO CONTEUDO EXTRACELULAR DE OITO CEPAS DE C. posadasii
TRATADAS COM OS ANALOGOS DA ISONIAZIDA EM COMBINACAO COM O ANTIFUNGICO ANFOTERICINA B.

280nm
Cepas C CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2 CIM CIM/2

PACT/ITC PACT/ITC PACT/AMB PACT/AMB P3/ITC P3/ITC P3/AMB P3/AMB P6/ITC P6/ITC P6/AMB P6/AMB AMB AMB INH INH
01-06-103 0,067 0,146 0,123 0,209 0,189 0,676 0,661 0,456 0,348 0,423 0,182 0,453 0,389 0,146 0,145 1,668 0,728
05-04-012 0,088 0,151 0,12 0,204 0,118 0,671 0,659 0,327 0,371 0441 0,349 0,481 0,375 0,078 0,095 2,329 1,558
05-02-070 0,067 0,151 0,123 0,203 0,185 0,744 0,681 0,332 0,454 0412 0,234 0,472 0,350 0,124 0,193 2,207 1,466
01-06-088 0,076 0,162 0,134 0,206 0,188 0,665 0,785 0,398 0,442 0,514 0,255 0,307 0,326 0,079 0,102 2445 1,545
05-02-064 0,082 0,155 0,122 0,215 0,156 0,662 0,686 0,348 0,416 0,428 05115 0,422 0,371 0,12 0,150 2,561 1,832
01-06-101 0,071 0,134 0,121 0,259 0,203 0,424 0,246 0,402 0,520 0,424 0,246 0,428 0,372 0,160 0,102 1,711 0,626
01-06-089 0,087 0,151 0,149 0,203 0,187 0,612 0,703 0,366 0,425 0,409 0,239 0,462 0,398 0,077 0,091 2340 1,295

Legenda: C: controle; AMB: anfotericina B; ITC: itraconazol; PACT: N’- (1-feniletilideno) isonicotinohidrazida; P3: N’- (1- (4-methoxifenil) etilideno) isonicotinohidrazida; P5: N’-
(1-m-tolileilidene) isonicotinohidrazida; P6: N'- (1- (4-metilfenil) etilideno) isonicotinohidrazida.



