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RESUMO

Nos ultimos anos, 0s avangos na terapia imunossupressora, a melhoria dos métodos de
diagndstico e o crescimento do nimero de pacientes com HIV/aids tém contribuido para o
aumento de casos de doencas oportunistas, principalmente aquelas relacionadas a infeccGes
fungicas sistémicas. A histoplasmose classica e a criptococose sdo micoses profundas de
carater oportunista, potencialmente fatais em pacientes imunodeprimidos, que podem
mimetizar a tuberculose quanto aos aspectos clinicos e radiolégicos em pacientes com
acometimento pulmonar. Embora haja terapéutica disponivel para o tratamento dessas
infeccbes, casos de histoplasmose e criptococose refratarias as drogas antifungicas
convencionais estdo sendo descritos, 0 que vém estimulando a busca de novos compostos com
potencial antifungico para a terapia dessas micoses. O objetivo deste trabalho foi sintetizar
hidrazonas derivadas da droga antituberculose isoniazida (INH) e determinar o efeito
inibitorio, in vitro, desses compostos isolados e em combinagdo com anfotericina B (AMB)
contra cepas de Histoplasma capsulatum var. capsulatum (n=25) na forma plancténica e
biofilme. Além disso, buscou-se avaliar o potencial antifungico in vitro das drogas INH e
etionamida (ETH) sozinhas e em associa¢do com os derivados azdlicos frente a espécies de
Cryptococcus. Este estudo também buscou investigar os mecanismos de agdo envolvidos na
atividade antifingica das drogas sobre as células dos referidos fungos e sobre a taxa de morte
intracelular de H. capsulatum mediada por macrofagos. A sintese dos compostos foi realizada
a partir da reacdo entre INH e varias cetonas em radiacdo de micro-ondas, sendo o efeito
citotoxico dos analogos verificado em culturas de celulas humanas. Todas as drogas foram
analisadas pela técnica de microdiluicdo em caldo, documento M27-A3 preconizado pelo
CLSI. A extracdo dos esterois e a permeabilidade da membrana fungica 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. Foram sintetizadas nove
hidrazonas as quais ndo mostraram toxicidade frente a células tumorais humanas. Todos 0s
compostos inibiram o crescimento in vitro das cepas de H. capsulatum nas fases filamentosa e
leveduriforme; dentre os quais, N'-(1-feniletilideno)isonicotinahidrazida — {N'-(1-fenil)}
apresentou menores valores de concentracdo inibitoria minima, que variaram de 7,8 a 250
pMg/mL, sendo observado também efeito sinérgico com AMB contra células plancténicas,
biofilme maduro de H. capsulatum e células leveduriformes fagocitadas por macrofagos.
Ademais, as drogas INH e ETH apresentaram efeito inibitorio in vitro contra C. neoformans
(n=17) e C. gattii (n=12) na forma planctdnica e biofilme maduro, além de reduzir a biomassa
fungica do biofilme em formacdo em ambas as espécies. INH e ETH também apresentaram
sinergismo quando combinadas com os derivados azdlicos fluconazol e itraconazol frente a
cepas de Cryptococcus. O estudo mostrou ainda que N'-(1-fenil) e as drogas antituberculose
testadas de forma isolada foram capazes de reduzir o teor de ergosterol total das células
planctonicas e alterar a permeabilidade da membrana nos fungos testados, o que demonstra a
capacidade dessas drogas em permeabilizar e desestabilizar a membrana celular fingica. Os
resultados abrem novas perspectivas para a busca de potenciais drogas antifungicas e a
descoberta de alvos moleculares importantes contra células planctdnicas e biofilme de
H. capsulatum e espécies de C. neoformans e C. gattii.

Palavras-chave: Testes de Sensibilidade Microbiana, Histoplasma, Isoniazida, Hidrazonas,
Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii



ABSTRACT

In recent years, advances in immunosuppressive therapy, improved diagnostic methods and
the growing number of patients with HIV/AIDS have contributed to the increase in cases of
opportunistic diseases, especially systemic fungal infections. Classical histoplasmosis and
cryptococcosis are opportunistic deep mycoses that are potentially fatal in
immunocompromised patients. These diseases can mimic tuberculosis for their clinical and
radiological aspects in patients with pulmonary involvement. Although there is an available
treatment for these infections, cases of histoplasmosis and cryptococcosis refractory to
conventional antifungal drugs have been described, which have stimulated the search for new
compounds with antifungal activity for treating these mycoses. The aim of this work was to
synthesize hydrazones derived from antituberculosis drug isoniazid (INH) and determine the
in vitro inhibitory effect of these compounds alone and in combination with amphotericin B
(AMB) against strains of H. capsulatum var. capsulatum (n=25) in planktonic form and
biofilm. Furthermore, we sought to evaluate the in vitro antifungal potential of the drugs INH
and ethionamide (ETH) alone and in combination with azoles against Cryptococcus species.
This study also sought to investigate the mechanisms involved in the antifungal activity of
these drugs on fungal cells and on the rate of macrophage-mediated intracellular killing of
H. capsulatum. Compound synthesis was performed by the reaction between INH and various
ketones under microwave radiation. Afterwards, the cytotoxic effect of the analogs on human
cell cultures was evaluated. All drugs were analyzed by broth microdilution technique, as
recommended by CLSI, document M27-A3. 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. Nine hydrazones
were synthesized and none of them showed toxicity against human tumor cells. All
compounds inhibited the in vitro growth of H. capsulatum strains in yeast and filamentous
phases, out of which N'-(1-phenylethylidene)isonicotinahydrazide - {N'-(1-phenyl)} presented
lower minimum inhibitory concentrations, ranging from 7.8 to 250 pg/mL. In addition, this
compound also presented synergistic interaction with AMB against planktonic cells, mature
biofilm and yeast cells of H. capsulatum within macrophages. Moreover, the drugs INH and
ETH exhibited in vitro inhibitory effect against C. neoformans (n=17) and C. gattii (n=12) in
planktonic form and in mature biofilm and reduced the fungal biomass during the process of
biofilm formation by both species. INH and ETH also intereacted synergistically with azoles
itraconazole and fluconazole against strains of Cryptococcus. The study also showed that N’-
(1-phenyl) and antituberculosis drugs alone reduce the total ergosterol content of planktonic
cells and alter membrane permeability in the tested fungi, which demonstrates the ability of
these drugs to permeabilize and destabilize the fungal cell membrane. These results bring new
perspectives for the search of potential antifungal drugs and the discovery of important
molecular targets against planktonic and biofilm cells of H. capsulatum and strains of
C. neoformans and C. gattii.

Keywords: Antimicrobial Susceptibility Tests, Histoplasma, Isoniazid, Hydrazones,
Cryptococcus neoformans Complex / C. gattii
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1 INTRODUCAO

1.1 DROGAS ANTIMICROBIANAS: ORIGEM E RESUMO HISTORICO

Os primeiros relatos sobre o uso de compostos com propriedades antimicrobianas
datam de aproximadamente 1.000 a.C., quando médicos chineses utilizavam bolores para
tratar tumores e feridas infeccionadas (BEKAI, 2010). Ainda na antiguidade, outros registros
citam a utilizacdo, pelos reis persas, de vasos de cobre e prata para armazenar agua e
alimentos, a fim de preserva-los. As propriedades antimicrobianas dos metais também eram
conhecidas pelos fenicios, gregos, romanos e egipcios que os utilizavam para esta mesma
pratica. No mesmo periodo, o uso do cobre como antisséptico foi relatado pelos antigos
egipcios no primeiro tratado de procedimentos cirurgico conhecido (LEMIRE; HARRISON;
TURNER, 2013). Mais tarde, 1.500 d.C. outras civilizagbes, como a indiana e a maia,
também descreveram a ingestdo de mofo de pdo para o tratamento de disenterias, feridas,
Ulceras e infec¢des intestinais (RODRIGUES et al., 2007).

Apesar da percepcdo do homem sobre compostos com propriedades
antimicrobianas ser um fato muito antigo, somente no seculo XI1X, com o aprimoramento da
alquimia e a descoberta da origem infecciosa de muitas doencas, que as drogas
antimicrobianas comecaram a ser produzidas por técnicas laboratoriais (MEIRELES, 2008).
A primeira substancia com acdo antimicrobiana isolada em laboratorio foi um alcaloide
denominado quinina, em 1820, extraido a partir do p6 obtido das raizes de uma arvore do
género Cinchona, existente no Peru, e de acdo eficaz no tratamento da malaria (OLIVEIRA;
SZCZERBOWSKI, 2009).

Desde entdo, a pesquisa por substancias especificas para o combate de micro-
organismos patogénicos foi sendo cada vez mais estudada, possibilitando em 1910, a
producdo dos primeiros quimioterapicos de acdo sistémica como o salvarsan, desenvolvido
pelo bacteriologista alemédo Paul Ehrlich, para a terapéutica da sifilis e da febre recorrente
(MEIRELES, 2008). Na década seguinte, a descoberta da atividade antimicrobiana da
penicilina por Alexander Fleming, tornou-se o grande marco para o estabelecimento de uma
nova era na moderna quimioterapia (RODRIGUES et al., 2007). Apesar de seu surgimento
em 1928, a penicilina s6 foi purificada e concentrada a partir de 1940, com a eclosdo da
Segunda Guerra Mundial, sendo utilizada para fins terapéuticos pela primeira vez em 1941,

considerada o primeiro tipo de antibiotico existente (CARNEIRO, 2009).
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Uma vez estabelecidos os métodos laboratoriais para a producéo dos farmacos em
escala comercial, as pesquisas nessa area aumentaram significativamente a partir de 1940,
surgindo vérias classes de antibacterianos como os nitrofuranos e as primeiras penicilinas de
uso clinico. Com isso, a procura por novas substancias antinfecciosas de origem microbiana
foi intensificada, permitindo uma completa alteracdo no cenéario da inddstria farmacéutica
mundial (BURHALDE, 2008). Essas pesquisas possibilitaram a descoberta de muitos
antibidticos naturais, obtidos de bactérias e fungos do meio ambiente como a estreptomicina,
cefalosporina C, eritromicina, tetraciclina, cloromicetina, dentre outros (MEIRELES, 2008).

O termo antibiético sé foi introduzido pela primeira vez em 1942, por Selman
Waksman, conhecido pelo titulo “Father of Antibiotics”, ganhou o Prémio Nobel de
Fisiologia e Medicina pela descoberta da estreptomicina, o primeiro antibidtico eficaz contra a
tuberculose (KRESGE; SIMONI; HILL, 2004). Segundo o conceito original, os antibiéticos
sdo substancias quimicas produzidas pelo metabolismo de bactérias e fungos, que em baixas
concentracdes sdo capazes de inibir o crescimento de outros micro-organismos. Essa inibicao
pode ser de forma definitiva, quando a substancia mata a célula microbiana, sendo designada
pelos termos “bactericida” e “fungicida”, ou uma inibicdo reversivel, agindo somente no
periodo em que a molécula-alvo esta ligada ao antibiotico, impedindo o crescimento e
reproducdo dos micro-organismos. Nesse caso sdo utilizados os termos “bacteriostatico” e
“fungistatico” para defini-la (CARNEIRO, 2009; BEKAI, 2010).

Ja no final da década de 1940 surgiram 0s primeiros casos de resisténcia
bacteriana, associados principalmente as sulfonamidas e bactérias do grupo dos estreptococos
e estafilococos resistentes a penicilina (TAVARES, 2000). Tal fato desencadeou uma corrida
acelerada pela busca de novas substancias antimicrobianas que comecou no final do século
XX e permanece até os dias atuais. O periodo que subsistiu entre 1940 e 1960 foi denominado
“era de ouro dos antibioticos”, durante o qual se desenvolveram pesquisas que culminaram
com o isolamento de varios produtos naturais com atividade bioldgica e a producdo de
antimicrobianos semi-sintéticos. Grande parte das drogas antimicrobianas atualmente
conhecidas na medicina foi caracterizada nesse periodo, inclusive algumas drogas
antifingicas (CLARDY et al., 2006; AMINOV, 2010). Contudo, a utilizacdo de iodeto de
potassio como Unica forma de tratamento para a esporotricose humana e veterinaria foi
relatado bem antes, em 1903. Medicamento usado até hoje, o iodeto de potassio é considerado
de grande importancia na micologia médica (LACAZ et al., 2002). Durante este periodo

(1940-1970) também foram introduzidas, no mercado farmacéutico, as drogas utilizadas na
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terapéutica da tuberculose - pirazinamida; isoniazida (1952); rifampicina e etambutol (1966),
que compBem até hoje o esquema de tratamento da referida doenga (ARBEX et al., 2010a).

Ainda na década de 1940, as sulfonamidas inauguraram a terapia para doentes
com micoses sistémicas, como a paracoccidioidomicose (OLIVEIRA, 2012). Na década
seguinte, foi disponibilizada a anfotericina B, primeira droga antifungica a ser aprovada pela
U.S. Food and Drug Administration — FDA, cujo espectro e eficicia a colocaram na posic¢éo,
ainda mantida, de droga de referéncia no controle de infeccGes disseminadas (FILIPPIN;
SOUZA, 2006). A 5-flucitosina é a Unica droga antifungica que atua como antimetabdlito;
pouco Util em uso isolado, tem sido relatada por diversos autores como droga sinérgica da
anfotericina B, sendo normalmente indicada para o tratamento de criptococose e candidiase
(STEVENS, 2012).

O grupo de drogas azdlicas teve seu uso clinico iniciado em meados da década de
1970, causando grande impacto na terapia antifingica, pelo largo espectro de acéo e, a partir
do cetoconazol, pela facilidade da administracdo oral. Nos anos 90, aos imidazolicos
juntaram-se o0s triazdlicos - fluconazol e itraconazol — que apresentaram melhor
biodisponibilidade e atividade antifungica mais intensa. Em 2002, foi liberado para uso
clinico o voriconazol, um triazélico sintético de segunda geragdo que combina amplo espectro
de acdo e melhor biodisponibilidade (LARRU; ZAOUTIS 2013). O posaconazol, triazolico
oral de segunda geracao, foi aprovado para a profilaxia antifingica pela FDA em 2006,
indicado para pacientes com idade igual ou maior que 13 anos com leucemia mieloide aguda,
sindrome mielodisplasica com alto risco de desenvolver infecgdes invasivas provocadas por
Aspergillus e Candida, devido a sua condi¢éo de imunossupressao (FDA, 2010).

Atualmente, encontra-se em desenvolvimento trés novos triazolicos de segunda
geracdo, ravuconazol, isavuconazol e albaconazol, os quais apresentam largo espectro de
atividade antifingica contra patdgenos resistentes e emergentes, quando comparado com
fluconazol e itraconazol, além de farmacocinética e biodisponibilidade diferenciada (LARRU;
ZAOUTIS, 2013; GUILLON et al., 2013).

Nos ultimos anos, também foram desenvolvidas as formulagdes lipidicas de
anfotericina B - lipossomal, dispersdo coloidal e complexo lipidico (FILIPPIN; SOUZA,
2006) e duas novas classes de antifingicos: as alilaminas e as equinocandinas. As alilaminas,
representada pela droga sintética terbinafina, sdo utilizadas principalmente no tratamento de
infeccbes causadas por dermatofitos, como micoses de pele e unha (SHEPPARD;

LAMPIRIS, 2010), e as equinocandinas cujo principal representante é a caspofungina;
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considerada a equinocandina mais utilizada no Brasil, teve sua aprovagéo pela FDA em 2001
(LAUTERT et al., 2011).

Mesmo com o desenvolvimento de varios medicamentos nas Ultimas décadas, a
resisténcia aos antimicrobianos, entre 0S micro-organismos patogénicos, propagou-se
rapidamente, ocasionada principalmente pelo uso indiscriminado de antibi6ticos. Esse fato
tornou ineficazes muitos dos medicamentos disponiveis para o tratamento das doencas
infecciosas (BEKAI, 2010; PIERCE et al., 2013). Dessa forma, micro-organismos outrora
sensiveis a certos medicamentos, no inicio de 1980, agora provocam doencas reemergentes,
de dificil tratamento, mesmo com o uso de antimicrobianos de ultima geragdo. E o caso de
cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, Enterococcus sp. resistentes a
vancomicina, Micobacterium tuberculosis multi-resistentes e de Candida sp. e Cryptococcus
spp. resistentes aos azolicos (BEKAI, 2010; PIERCE et al., 2013).

Assim, com o advento do uso clinico dos antibioticos, pode-se verificar que a
resisténcia bacteriana as drogas antimicrobianas poderia ser uma caracteristica natural das
espécies ou ser adquirida por cepas individuais dentro de uma mesma populagdo (TAVARES,
2000). A resisténcia € considerada um fenbmeno genético, associado a existéncia de genes
contidos nos micro-organismos que codificam diferentes mecanismos bioquimicos que
impedem a acdo das drogas (COWEN; STEINBACH, 2008). A resisténcia pode ser originada
em mutacdes que ocorrem nos micro-organismos durante seu processo reprodutivo — como,
por exemplo, erros nas sequéncias de bases que formam o DNA cromossémico ou pela
importacdo dos genes causadores do fendmeno, consistindo na resisténcia transferivel que se
faz por meio de mecanismos como transducdo, transformacdo e conjugacdo e, que nas
bactérias, frequentemente, envolve genes situados em plasmidios e transposons (GUMBO,
2001).

Hoje, sabe-se que o uso dos compostos antimicrobianos € considerado por alguns
autores um dos recursos mais bem sucedidos na histéria da quimioterapia e da medicina,
apesar do aumento da resisténcia microbiana em detrimento do ritmo estagnado de descoberta
de novos farmacos, que ndo vém acompanhando a evolu¢do dos micro-organismos
patogénicos (AMINOV, 2010). A partir de 2000, poucas drogas antimicrobianas foram
desenvolvidas, quando se compara ao periodo da “era de ouro dos antibioticos”. Este cenario
tem preocupado a comunidade médica e cientifica ao que designaram “era pds-antibiotica”
(GUIMARAES et al., 2010; OMS, 2012).
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1.2 DROGAS ANTIFUNGICAS: PANORAMA ATUAL

Até a década de 1970, o tratamento das micoses profundas e oportunistas
limitava-se principalmente as drogas 5-flucitosina e anfotericina B, cujas caracteristicas
baseiam-se no baixo espectro de acdo e alta toxicidade, respectivamente (COWEN;
STEINBACH, 2008; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009). Com o advento dos
derivados azélicos e as equinocandinas, uma melhora significativa na terapia dessas infeccdes
foi observada nas décadas seguintes (LARRU; ZAOUTIS, 2013), devido a elevada eficécia in
Vvivo e a baixa toxicidade desses compostos (Figura 1) (PASQUALOTTO; DENNING, 2008).

) Itraconazol Caspofungina Anidulafungina
Miconazol
1979 2001 2006

Anfotericina B ;
Micafungina

1989 ‘

>

5-Flucitosina Fluconazol Voriconazol Posaconazol
Cetoconazol
1064 L
1980

Figura 1 - Evolugdo histérica das principais drogas antifungicas empregadas na terapia das micoses sistémicas e
seus respectivos anos de aprovacdo pelo Food and Drug Administration (FDA, USA). Fonte: Adaptado de
CHAPMAN; SULLIVAN; CLEARY, 2008.

Apesar do aumento no numero de farmacos antifungicos, a producdo de novos
medicamentos ainda é considerada insuficiente (GONZALEZ, 2009). A terapia atual para o
tratamento das infecgdes flngicas compreende poucas classes de drogas, que se diferenciam
principalmente quanto aos seus mecanismos de acdo (Figura 2): anfotericina B - alteracdo na
permeabilidade da membrana plasmatica (THOMPSON; CADENA; PATTERSON, 2009); 5-
flucitosina - inibicdo da sintese de DNA ou RNA; griseofulvina - inibicdo da mitose
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009); derivados azélicos e alilaminas - inibicdo da
sintese do ergosterol da membrana plasmatica (KONTOYIANNIS; LEWIS, 2002); e

equinocandinas - inibicdo da sintese de glucanos da parede celular fungica (EMRI et al.,
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2013). Dentre tais drogas, a anfotericina B, os derivados azélicos e as equinocandinas tém
sido os principais farmacos utilizados na terapia clinica para o tratamento das micoses
profundas e oportunistas nos ultimos anos (FIANCHI et al., 2007; PETRIKKOS; SKIADA,
2007).

Parede celular:
Inibidores da sintese de glucanos
Equinocandinas

Sintese do &cido
nucléico:
Inibidores da sintese
de DNA ou RNA
5-flucitosina

Membrana plasmética:
Inibidores da sintese do
ergosterol

Azolicos e alilaminas

Dano direto na membrana
plasmatica:
Anfotericina B

Rompimento dos
microtubulos e inibicdo da mitose:
Griseofulvina

Figura 2 — Mecanismo de agdo dos principais farmacos antifangicos atuais com seus respectivos alvos moleculares
na célula fangica. Fonte: Adaptada de MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009.

Além do arsenal limitado, o dbice ao sucesso terapéutico antifungico esta
relacionado principalmente aos efeitos adversos, baixo espectro de atividade antifungica e
surgimento de resisténcia intrinseca de espécies patogénicas as drogas de uso clinico, que tem
sido verificada com maior frequéncia em Candida albicans, Aspergillus fumigatus e espécies
do Complexo Cryptococcus neoformans (COWEN; STEINBACH, 2008). Em adicdo, dados
experimentais demonstram que algumas dessas drogas, como o itraconazol e o fluconazol,
podem induzir ao rapido desenvolvimento de resisténcia in vivo, por meio da administracéo
de baixas dosagens do farmaco, induzindo a selecdo de linhagens resistentes, contribuindo
assim, para a persisténcia da infeccdo fangica no paciente (KONTOYIANNIS; LEWIS,

2002). Alguns autores discutem que a refratariedade ao tratamento pode estar correlacionada a
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grande adaptacdo do patdgeno fangico ao hospedeiro, o que se reflete na sua capacidade de
burlar a acdo da droga (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Quando comparados aos antibacterianos, as drogas antiflngicas apresentam
menor eficacia in vivo, seja pelos seus mecanismos de agdo, geralmente fungistéticos; pela
pouca penetracdo em certos tecidos, como o sistema nervoso central e o trato gastrintestinal;
pelos efeitos colaterais indesejaveis ou, ainda, pelo carater lento da infeccdo (SHEPPARD;
LAMPIRIS, 2010; MULLER; KARA-JOSE; CASTRO, 2013). Apesar da introducdo de
novos farmacos antifngicos nos ultimos anos, a resposta a terapia, principalmente em
pacientes imunocomprometidos, permanece insatisfatéria, visto que a frequéncia das
infecgBes fungicas sistémicas e o0s casos de resisténcia antifungica tem aumentado
rapidamente (PIERCE et al., 2013). Atualmente, a aplicacdo mais importante para os testes de
sensibilidade in vitro tem sido identificar a presenca ou ndo de resisténcia, embora muitas
vezes sejam utilizados para selecionar compostos antimicrobianos que possuem atividade
contra determinados micro-organismos (PFALLER, 2012).

A resisténcia antifungica abrange um conceito amplo com diferentes definigdes,
mas que basicamente consiste na falha da terapéutica em combater uma infeccdo fungica
(KONTOYIANNIS; LEWIS, 2002). A resisténcia pode ser classificada como resisténcia
microbioldgica, também denominada resisténcia in vitro ou resisténcia clinica. A resisténcia
microbiolégica refere-se a inibicdo do crescimento do fungo em contato com uma
concentracdo da droga maior que o intervalo observado para aquelas cepas tipo selvagem. A
resisténcia microbiolégica pode ser primaria/intrinseca, quando € encontrada naturalmente
nos fungos sem exposicdo prévia aos antifungicos; ou secundaria/adquirida, isto é, que se
desenvolve apOs a exposicdo aos farmacos antifingicos devido a alteragbes genotipicas
estaveis ou transitorias (ALCAZAR-FUOLI; RODRIGUEZ-TUDELA; MELLADO, 2008).
Espécies que apresentam resisténcia primaria incluem Candida krusei ao fluconazol e
Cryptococcus neoformans as equinocandinas, bem como cepas de C. albicans e
C. neoformans resistentes ao fluconazol com resisténcia secundaria (KANAFANI;
PERFECT, 2008).

A resisténcia clinica é definida pela incapacidade de combater uma infec¢éo,
mesmo apds administracdo de doses do farmaco antimicrobiano em concentracdes
equivalentes a sua atividade antifingica in vitro, o que representa uma elevada probabilidade
de falha terapéutica. Essas falhas podem estar atribuidas a uma série de fatores que envolvem
0 sistema imunoldgico do hospedeiro, a propria droga antifiUngica e o micro-organismo

patogénico. Embora a resisténcia clinica ndo possa sempre ser prevista, destaca-se a
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importancia de estratégias especificas de tratamento com base na situagéo clinica do paciente
(KANAFANI; PERFECT, 2008). A resisténcia clinica é geralmente observada em populacdes
de imunocomprometidos, como por exemplo, pacientes com aids, neutropénicos ou
portadores de cateteres intravenosos (KONTOYIANNIS; LEWIS, 2002).

Dados epidemiolégicos mundiais mostram emergéncia das infeccBes fungicas e
um ndmero crescente de patdgenos oportunistas. Os avangos na terapia imunossupressora, a
melhoria dos métodos de diagnostico, o desenvolvimento de técnicas de transplantes de
6rgdos, o aumento da incidéncia de neoplasias com o envelhecimento populacional e o
crescimento do nimero de casos de aids (AYATI et al., 2012) tém contribuido nos ultimos
anos para a propagacdo de doengas oportunistas, principalmente as relacionadas a micoses
profundas, causadas pelos patdgenos fungicos: Candida spp., Histoplasma capsulatum,
Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioides spp., Coccidioides spp. e Cryptococcus spp.
(BERKES et al. 2012; GAMALETSOU et al. 2012). Esse cenario tem impulsionado a
prospeccdo de novas drogas com baixa toxicidade in vivo (AFELTRA; VERWEIJ, 2003),
bem como, a pesquisa por novos alvos moleculares nas células microbianas (ALI et al., 2012).

Na atualidade, as infecgcdes fungicas sistémicas e oportunistas sdo um grande
desafio para a comunidade medica e cientifica, principalmente pelo fato de estarem entre as
principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes imunocomprometidos ou
gravemente doentes. Acredita-se que nas proximas décadas, a resisténcia seja fator
determinante ao insucesso terapéutico antifungico, contexto que tem preocupado o0s
especialistas (LARRU; ZAOUTIS, 2013; PING et al., 2013).

1.2.1  Anfotericina B

A anfotericina B (AMB) é um derivado poliénico produzido pelo actinomiceto
Streptomyces nodosus. Foi isolada pela primeira vez em 1955, e desde entdo é o farmaco mais
utilizado para a terapia das micoses sistémicas (FILIPPIN; SOUZA, 2006). Apesar da sua
elevada toxicidade e do surgimento de outros farmacos antifingicos de amplo espectro, AMB
e suas formulacbes lipidicas continuam sendo consideradas 0 “padrdo ouro” dos farmacos
antimicoticos disponiveis para uso clinico (LARRU; ZAOUTIS, 2013).

AMB é caracterizada por uma estrutura quimica macrociclica formada por 37
atomos de carbono, sete ligacdes duplas conjugadas e uma micosamina (3-amino-3,6-

didesoximanose) ligada ao anel principal. Seu comportamento anfotérico provéem da presenca
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de um grupo carboxila no anel principal e de um grupo amino priméario na micosamina, que
conferem hidrossolubilidade & molécula em valores extremos de pH (Figura 2a) (FILIPPIN;
SOUZA, 2006).

O mecanismo de a¢do da AMB esta relacionado a interacdo entre sua molécula e
esteroides da membrana plasmatica dos fungos, principalmente o ergosterol (FILIPPIN;
SOUZA, 2006). Como consequéncia desta afinidade, poros sdo formados ao longo de toda a
membrana, alterando a permeabilidade da célula para fons como potassio (K*), fosfatos
(POs*) e pequenas moléculas, como nucleotideos e algumas proteinas de baixo peso
molecular, levando, por conseguinte, a morte celular do micro-organismo (Figura 2b)
(CATALAN; MONTEJO, 2006). No entanto, o ergosterol das células fangicas e o colesterol
presente nas células dos mamiferos possuem estruturas moleculares muito semelhantes, o que
resulta em uma precéria capacidade da droga em diferencia-los (HUANG et al., 2002;
FILIPPIN; SOUZA, 2006). Dessarte, muitos efeitos toxicos atribuidos a AMB resultam da
sua capacidade em ligar-se ao colesterol e outros componentes da membrana celular dos
mamiferos (CHAPMAN; SULLIVAN; CLEARY, 2008).

A atividade antifungica in vitro de AMB esta associada a uma grande variedade
de espécies patogénicas, que inclui os fungos dimorficos H. capsulatum, Coccidioides spp. e
Blastomyces dermatitidis, assim como as especies dos géneros Candida, Aspergillus e o
complexo C. neoformans (CHAPMAN; SULLIVAN; CLEARY, 2008; MIMICA et al.,
2009). Quanto a atividade antifingica in vivo, a AMB possui comportamento ora fungistastico
ora fungicida, dependendo da sensibilidade do fungo ou da concentracdo encontrada no sitio
da infeccdo (CATALAN; MONTEJO, 2006). A droga apresenta uso terapéutico em infeccdes
causadas por: H. capsulatum, Paracoccidioides spp., Coccidioides spp., B. dermatitidis,
complexo Cryptococcus neoformans e Candida spp. (MARTINEZ, 2006). No entanto,
algumas espécies como C. lusitaniae, C. guillermondii, C. lipolytica, C. tropicalis,
Pseudalescheria boydii, e algumas cepas de Fusarium spp. e Trichosporon spp. possuem
resisténcia clinica a AMB (LUMBRERAS; LIZASOAIN; AGUADO, 2003). O uso
terapéutico desta droga estd associado a nefrotoxicidade e reacbes adversas como febre,
nduseas, dispneia, urticaria, dores abdominais e no peito e hipoxemia (THOMPSON;
CADENA; PATTERSON, 2009).
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Figura 3 — (a) Estrutura quimica da droga antifingica Anfotericina B (b) Mecanismo de

acdo da anfotericina B: formagdo de poro pela interacdo entre a droga e o ergosterol da
membrana celular dos fungos. Fonte: Adaptada de MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER,
20009.

Apesar do seu amplo espectro de acdo, carater fungicida e limitada resisténcia
intrinseca e adquirida, AMB possui uso restrito em virtude de sua alta toxicidade e da
inexisténcia de uma formulacéo oral para a terapia sistémica (ABADIO et al., 2011). Estudos
com pacientes imunocomprometidos que apresentavam histoplasmose disseminada
progressiva e faziam tratamento com AMB, revelaram taxas de mortalidade de
aproximadamente 50% decorrentes principalmente dos efeitos adversos da droga. Na maioria
dos casos, a insuficiéncia renal é o principal motivo da reducdo das doses de AMB ou

abandono da terapia pelos pacientes (WHEAT et al., 2009). No entanto, AMB continua sendo
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a droga de escolha para o tratamento das principais micoses profundas como histoplasmose
(LEDTKE et al., 2012), criptococose (BUTTS et al., 2013) coccidioidomicose (WELSH et al.,
2012), paracoccidioidomicose e blastomicose (LOPEZ-MARTINEZ; MENDEZ-TOVAR,
2012).

Diferentes formulagdes de anfotericina B foram desenvolvidas nos dltimos quinze
anos, com o0 objetivo de diminuir a toxicidade sem alterar a eficacia da droga original.
Realmente, tais compostos possuem menor afinidade ao colesterol do que a AMB
convencional, além do mesmo mecanismo de agio eficiente (CARRILLO-MUNOZ et al.,
2006). A primeira destas formulagfes foi o complexo lipidico de anfotericina B (Abelcet®,
The Liposome Company Inc., Princeton, NJ, Reino Unido) licenciada no Reino Unido e
aprovada pela FDA em 1995. A segunda foi a anfotericina B em dispersdo coloidal
(Amphocil®, Sequuspharmaceuticals Inc., Menlo Park, CA, EUA), aprovada pela FDA em
1996 e, por fim, a anfotericina B lipossomal (AmBisome®, Fujisawa Healthcare Inc.,
Deerfiled, IL, EUA), aprovada pela FDA em 1997 (FILIPPIN; SOUZA, 2006).

A utilizacdo das formulages lipidicas de AMB permitiu 0 aumento da dosagem
diaria do farmaco com menos efeitos colaterais associados (ABADIO et al., 2011), além de
melhorar a distribuicdo da droga nos érgdos-alvo como pulmdes, figado e baco. Embora
menos nefrotoxica que a AMB convencional, pacientes que receberam a formulacdo
lipossomal apresentaram efeitos indesejaveis, como febre, calafrio, sonoléncia, disfuncéo
renal e toxicidade cardiopulmonar, limitando o tratamento em comparacdo aos triazdis mais
recentes e as equinocandinas (CHAPMAN; SULLIVAN; CLEARY, 2008).

A associacdo entre AMB e 5-flucitosina tem sido relatada por diversos autores,
apresentando interacdo sinérgica na maioria dos casos, sendo normalmente indicada para o
tratamento de criptococose (STEVENS, 2012) e candidiase (ROGERS, 2002). Em
contrapartida, a combinacdo de AMB e derivados azolicos geralmente ndo apresenta eficacia
maior do que a da AMB utilizada sozinha (JOHNSON et al, 2004).

A interacdo entre AMB e drogas antibacterianas, como a rifampicina e a
tetraciclina também vem sendo estudada em testes in vitro com a finalidade de aumentar a
atividade do agente antifingico contra leveduras e fungos filamentosos (WANKE et al.,
1984). Estudos de El-azizi (2007) avaliaram a atividade in vitro de AMB combinada a
rifampicina e a doxiciclina contra biofilmes de espécies de Candida, demonstrando a reducéo
dos valores de CIM de AMB em duas e trés vezes quando combinada com rifampicina e
doxiciclina, respectivamente. Acredita-se que o efeito deva-se a ligagdes entre AMB e

esterdis da membrana celular fungica, aumentando sua permeabilidade e permitindo a entrada
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das drogas com a subsequente interferéncia da sintese do RNA pela rifampicina e a sintese
proteica pela doxiciclina (EL-AZIZI, 2007). Trabalho mais recente realizado por Cordeiro et
al. (2009) demonstrou atividade sinérgica relevante entre AMB combinada com isoniazida ou
etambutol contra 15 cepas de Coccidioides posadasii. No entanto, as interacGes
farmacodinamicas das combinagdes de drogas testadas ndo foram investigadas pelos autores.

Embora a AMB apresente eficacia contra a maioria das espécies flungicas e a
resisténcia ao farmaco seja considerada incomum, alguns micro-organismos Sdo
conhecidamente resistentes - resisténcia microbioldgica intrinseca - como isolados de
Candida lusitaniae, C. guilliermondi, Trichosporon beigelii, Scedosporium prolificans,
Scedosporium apiospermum (teleomorfo Pseudallescheria boydii), Aspergillus terreus e
algumas espécies de Fusarium sp. (KONTOYIANNIS; LEWIS, 2002; KANAFANI;
PERFECT, 2008). Os fungos filamentosos estdo mais predispostos a ocorréncia de resisténcia
a AMB que as leveduras. Dentre as espécies de Aspergillus, a resisténcia € cada vez mais
frequente em A. flavus e A. fumigatus, além das espécies raras, como A. ustus ou A. lentulus,
que sdo consideradas relativamente resistentes a maioria dos medicamentos antifingicos
(ALCAZAR-FUOLI; RODRIGUEZ-TUDELA; MELLADO, 2008).

A resisténcia primaria in vitro a AMB ¢é restrita a algumas espécies, que
apresentam valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) superiores a 1,0 pg/mL para
isolados de Candida spp. e 2,0 pg/mL para fungos filamentosos como Aspergillus terreus,
Acremonium strictum, Scedosporium apiospermum e Scedosporium prolificans (CLSI, 2008).
Estudos in vitro tém demonstrado resisténcia a AMB em espécies de Candida nao-albicans
como C. glabrata, C. parapsilosis e C. krusei (PFALLER et al., 2002).

Outro aspecto importante da AMB €é a possibilidade de selecdo de cepas
resistentes, que apesar de ocorrer em menor proporcao quando comparada aos triazélicos de
primeira geracdo, € uma das principais desvantagens da droga, simultaneamente a sua
eventual toxicidade e o custo elevado de suas formulacdes lipossomais (ARNOLD et al.,
2010). O mecanismo de resisténcia a AMB em leveduras esta relacionado principalmente a
mutacdo no gene ERG3 que esté ligado a biossintese do ergosterol, ocasionando o excesso de
outros esterdis na membrana fangica com baixa afinidade 8 AMB (THOMPSON; CADENA,;
PATTERSON, 2009). Dessa forma, isolados de Candida e Cryptococcus resistentes a AMB
possuem baixo teor de ergosterol, em comparacdo com os isolados sensiveis (ALCAZAR-
FUOLI; RODRIGUEZ-TUDELA; MELLADO, 2008). A ocorréncia de resisténcia 8 AMB
em C. neoformans ainda € considerada incomum, no entanto isolados resistentes oriundos de

pacientes HIV/aids foram encontrados apresentando atividade defeituosa do esterol A 8-7
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isomerase (SHAPIRO; ROBBINS; COWEN, 2011). Outro mecanismo que também pode
estar associado a resisténcia € o aumento da atividade da enzima catalase, com a consequente
perda de sensibilidade ao dano oxidativo verificado em células de C. albicans (OKAMOTO;
AOKI; MATAGA, 2004; KANAFANI; PERFECT, 2008).

1.2.2  Derivados Azdlicos

No final da década de 1960, surgiu a primeira geracdo dos derivados azélicos
denominados imidazolicos, que constituiram o segundo maior avangco no tratamento das
infeccdes fungicas sistémicas (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006; CHAPMAN; SULLIVAN;
CLEARY, 2008). Os imidazélicos foram desenvolvidos a partir do estudo das propriedades
antimicoticas do benzimidazol e sdo representados principalmente pelo miconazol e o
cetoconazol (BENNETT, 2006). Tais farmacos sdo dotados de amplo espectro de atividade
antimicrobiana, incluindo fungos, protozoarios e bactérias (LACAZ, 2002). No entanto, o
surgimento de limitagcBes quanto ao espectro de acdo, baixa biodisponibilidade e interac6es
medicamentosas, restringiram a utilizacdo desses farmacos no tratamento de micoses
sistémicas (LUMBRERAS; LIZASOAIN; AGUADO, 2003).

O segundo subgrupo dos derivados azoélicos é classificado por triazolicos de
primeira geracdo - fluconazol e itraconazol - e triazolicos de segunda geracao - voriconazol,
posaconazol, ravuconazol e albaconazol. O subgrupo abrange farmacos sintéticos
fungistaticos que surgiram a partir de 1980, escolhidos como medicamentos promissores para
a terapia antifungica humana (LARRU; ZAOUTIS, 2013).

Os derivados azolicos sdo caracterizados quimicamente por um anel pentagonal
na sua estrutura molecular denominado anel azoélico, sendo classificados de acordo com o
namero de nitrogénios do anel em: imidazdlicos (Figura 4a) quando formado por dois &tomos
de nitrogénio e trés atomos de carbono, e triazélicos (Figura 4b) quando formado por trés
atomos de nitrogénio e dois atomos de carbono. O anel azdlico é unido ao restante da
molécula através de uma ligacdo C-N (CATALAN; MONTEJO, 2006). Qualquer mudanca na
estrutura quimica da molécula altera as propriedades fisico-quimicas e terapéuticas
especificas de cada quimioterapico (LUMBRERAS; LIZASOAIN; AGUADO, 2003). Por
isso, modificacbes na estrutura molecular do farmaco fluconazol deram origem ao
voriconazol, e alteragdes no itraconazol resultou nos farmacos ravuconazol e posaconazol
(PETRIKKOS; SKIADA, 2007).
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Assim como a anfotericina B, 0 mecanismo de a¢do dos derivados azolicos tem
como alvo principal a molécula do ergosterol (CAZEDEY et al., 2007), um componente vital
da membrana celular dos fungos, cuja funcéo é regular a fluidez da membrana, conferindo-lhe
estabilidade, assimetria e integridade (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006). O modo de ago
dessas drogas consiste no bloqueio da atividade das enzimas oxidativas do citocromo P-450, a
lanosterol 14-a-demetilase, responsaveis pela demetilagcdo de lanosterol e pela biossintese do
ergosterol (Figura 4c) (CATALAN; MONTEJO, 2006). Esse fato provoca o excesso de
compostos metilesterdis, levando a formacdo de uma membrana com propriedades fisicas
alteradas, ndo desempenhando as funcbes essenciais para 0 crescimento do fungo
(BERGOLD; GEORGIADIS, 2004). Como maior consequéncia, hd o aumento da
permeabilidade da membrana celular, o que desencadeia varias alteragdes morfoldgicas,
resultando em lise celular (CAZEDEY et al., 2007, CHAPMAN; SULLIVAN; CLEARY,
2008). Outro mecanismo de acdo que pode ser atribuido aos derivados azolicos € a producéo
excessiva e 0 acumulo de peroxido de hidrogénio (H,0,) no citoplasma da célula, que leva a
degeneracdo dos componentes estruturais das células fungicas (MOREIRA, 2010).

Os derivados azolicos exibem amplo espectro de acdo in vitro frente as principais
espécies de fungos patogénicos, incluindo leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus e
os fungos filamentosos — Aspergillus spp., Penicillium spp., Acremonium spp., bem como
isolados de Fusarium spp., Scedosporium apiospermum, dentre outros (CUENCA-
ESTRELLA et al., 2006). O triazolico fluconazol (FLC) possui atividade in vitro contra os
principais fungos de micoses sistémicas como H. capsulatum, Blastomyces dermatitidis e
Coccidioides spp., porem em geral sua acdo parece ser inferior aquela obtida pelo itraconazol
(GONZALEZ, 2009; MOREIRA, 2010). FLC apresenta atividade inibitoria ineficiente contra
Aspergillus fumigatus, Fusarium spp., Scedosporium e Penicillium spp. e as espécies de C.
krusei e C. glabrata (BLANCO et al., 2009).
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Figura 4 - (a) Estrutura quimica geral dos derivados azdlicos imidazolicos; (b) Estrutura quimica geral dos derivados
azolicos triazdlicos; (c) Interferéncia na sintese do ergosterol por efeito dos derivados azélicos, bloqueio da atividade
das enzimas oxidativas do citocromo P-450, a lanosterol 14-o-demetilase, provocando o excesso de compostos
metilesterdis, levando a formacdo de uma membrana com propriedades fisicas alteradas. MC: membrana
citoplasmaética. Fonte: Figura reduzida de SHAPIRO; ROBBINS; COWEN, 2011.

O itraconazol (ITC) possui atividade in vitro contra Candida spp., Cryptococcus
neoformans, Aspergillus fumigatus (LUMBRERAS; LIZASOAIN; AGUADO, 2003), C.
posadasii (CORDEIRO et al., 2006a), B. dermatitidis (GONZALEZ, 2009) e H. capsulatum
(BRILHANTE et al., 2012) sendo relatada resisténcia a droga em cepas de C. glabrata, C.
krusei, e C. tropicalis (GONZALEZ, 2009). Assim como o FLC, ITC também ndo exibe
atividade contra Fusarium spp. (ESPINEL-INGROFF; BOYLE; SHEEHAN, 2001).

Os novos azolicos voriconazol, ravuconazol e posaconazol apresentam atividade
in vitro contra Candida spp. e Cryptococcus spp., incluindo os isolados resistentes aos
triazolicos de primeira geracdo (GREER, 2007), além das espécies filamentosas A. fumigatus,
A. flavus e A. terreus e os fungos dimorficos B. dermatitidis, Coccidioides spp., e
H. capsulatum (GONZALEZ, 2009). O posaconazol também é ativo contra os zigomicetos
(CUENCA-ESTRELLA et al., 2006).
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Quanto a atividade in vivo, o cetoconazol pode ser empregado no tratamento de
micoses  sisttmicas como  blastomicose, coccidioidomicose, histoplasmose e
paracoccidioidomicose, mas tem seu uso limitado a pacientes que apresentaram falha ou
intolerancia a outras terapias (FDA, 2013). O triazolico FLC é considerado o antifingico de
escolha para o tratamento e a profilaxia secundaria de meningite criptococica em paises em
desenvolvimento, cuja assisténcia médica é precaria e inconstante (BUTTS et al., 2013). De
facil administracdo oral, FLC ¢é atualmente fornecido gratuitamente em programas
governamentais (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2010). O ITC é empregado no
tratamento de aspergilose, cromomicose, esporotricose e micoses superficiais como
candidiase oral, candidiase vulvovaginal, dermatofitoses, onicomicoses e pitiriase versicolor
(CAZEDREY et al., 2007). Os triazdis sdo muito utilizados na terapia das micoses sistémicas
em razdo de possuirem atividade contra diversas espécies fungicas e ndo apresentam efeitos
adversos graves como a anfotericina B (CHAPMAN; SULLIVAN; CLEARY, 2008). O
espectro de agdo dos triazolicos inclui os agentes das principais infecgdes fungicas sistémicas:
P. brasiliensis, H. capsulatum, C. immitis, B. dermatitidis, C. neoformans e a maioria das
espécies de Candida, sendo que C. krusei e C. glabrata sdo menos sensiveis (MARTINEZ,
2006).

Os demais triazélicos voriconazol e posaconazol representam uma alternativa aos
antifingicos convencionais para o tratamento de algumas micoses (FERA; LA CAMERA,;
DE SARRO, 2009). O voriconazol (VRZ) tem sido indicado para o tratamento de aspergilose
pulmonar invasiva, fusariose, hialohifomicose em adultos e criancas e para o tratamento
primario de candidemia invasiva em pacientes ndo neutropénicos (EMA, 2012). Na Europa, 0
uso de VRZ esta licenciado para o tratamento de doencas invasivas originadas por espéecies de
Candida resistentes a FLC (EMA, 2012) e nos EUA para candidiase esofagica ou micoses
disseminadas também acarretadas por Candida spp. Vale ressaltar que VRZ ndo possui
atividade contra zigomicetos e tem sua acdo limitada contra isolados de C. glabrata e C.
albicans resistentes a FLC (HICHERI; COOK; CORDONNIER, 2012).

No que concerne ao posaconazol, a droga é indicada para pacientes adultos
acometidos por infecgcdes causadas por micro-organismos dos géneros Aspergillus e Fusarium
e para o tratamento de cromoblastomicose, micetoma e coccidioidomicose refratarias a outros
medicamentos como AMB, ITC e FLC. Posaconazol também € utilizado como profilaxia no
tratamento de candidiase orofaringea em pacientes imunocomprometidos (EMA, 2011). Ao
contrério de VRZ, posaconazol possui amplo espectro de a¢do contra fungos oportunistas, que
inclui dermatofitos e zigomicetos dos géneros Mucor e Rhizopus (LARRU; ZAOUTIS, 2013).
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Atualmente, encontram-se em testes clinicos de fase Ill, os novos triazois de
segunda geracdo ravuconazol, isavuconazol e albaconazol. Essas drogas sdo caracterizadas
por apresentar espectro de acdo estendido, incluindo espécies de Candida e Aspergillus
resistentes e emergentes a FLC e ITC, além de interacbes medicamentosas favoraveis e
tolerancia compativel. Albaconazol é o Unico azo6lico com atividade contra Scedosporium
prolificans - pat6égeno multirresistente que normalmente causa doenca fatal (LARRU;
ZAOUTIS, 2013). Em estudos anteriores, albaconazol tem demonstrado a¢do em modelos
animais com aspergilose sistémica, candidiase, criptococose e hialohifomicose. Resultados
referentes aos estudos clinicos de fase Il ainda ndo estdo disponiveis (GUILLON et al.,
2013).

A refratariedade ao tratamento com derivados azéllicos tem surgido
gradativamente durante terapia prolongada, principalmente em pacientes com infeccao
avancada pelo HIV e complicacGes infecciosas provocadas por Candida spp. (OSTROSKY -
ZEICHNER et al., 2003). Estudos in vitro tém revelado resisténcia a FLC e ITC em cepas de
C. glabrata e nenhuma resposta ao tratamento com esses antifangicos (BLANCO et al.,
2009). C. krusei € sensivel a AMB e ao VRZ, mas intrinsecamente resistente aos azolicos
FLC e ITC (OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003).

Os principais efeitos adversos decorrentes da utilizacdo dos derivados azolicos
estdo associados a intolerancia gastrintestinal, hepatotoxicidade, hipersensibilidade, nauseas,
vOmitos, dor abdominal, diarreia e irregularidades menstruais (KAUFFMAN, 2006;
MARTINEZ, 2006). Varias classes de drogas interagem com os azolicos, ora reduzindo 0s
niveis séricos do antifingico - rifampicina, isoniazida, ritonavir, carbamazepina, ora elevando
os niveis de outros farmacos - ciclosporina, digoxina, tacrolimus e inibidores de protease
(BENNETT, 2006; FLUCKIGER et al., 2006; KAUFFMAN, 2006).

O grupo dos derivados azélicos é bastante utilizado no tratamento das infeccdes
fungicas sistémicas, devido ao seu amplo espectro de acao e baixa toxicidade em comparacéao
com a anfotericina B (ALCAZAR-FUOLI; RODRIGUEZ-TUDELA; MELLADO, 2008).
Como ja descrito, tais compostos atuam inibindo a enzima 14-o-demetilase, presente no
citocromo P-450 da célula fangica, impedindo a demetilacdo do precursor lanosterol em
ergosterol. A producdo desta enzima é codificada pelos genes ERG11 ou CYP51 (PIERCE et
al., 2013).

No tratamento de candidiase e de criptococose, 0 FLC é comumente empregado
devido a sua alta biodisponibilidade, via de administracdo oral e boa acdo antifingica, sendo

inclusive utilizado em esquemas profilaticos em pacientes imunocomprometidos. No entanto,
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0 uso indiscriminado e em doses subclinicas de FLC e ITC, tem impulsionado a sele¢do de
cepas mais resistentes. Além disso, espécies naturalmente resistentes ao FLC, como C. krusei,
vém sendo frequentemente isoladas em pacientes com infecgbes fungicas sistémicas,
restringindo assim o uso clinico deste farmaco nessas condi¢des (PIERCE et al., 2013).

O ITC ¢ utilizado em candidiase e em casos menos graves de criptococose, apesar
de apresentar potente acdo antifungica in vitro, devido a sua alta ligacdo as proteinas
plasmaéticas, clinicamente apresenta uma menor biodisponibilidade que o FLC, mostrando
pequena distribuicdo no liquor e, portanto, uso restrito nas meningoencefalites flngicas.
Dessa forma, tem-se verificado um problema grave: a emergéncia de resisténcia cruzada que
inclui varios azélicos (PIERCE et al., 2013).

Os mecanismos moleculares de resisténcia secundaria aos azdlicos foram
elucidados principalmente em isolados de C. albicans originados de pacientes portadores do
virus HIV com candidiase orofaringea refrataria ao FLC, no entanto, tais mecanismos podem
ser encontrados em qualquer espécie fangica com algumas adaptacdes (KANAFANI;
PERFECT, 2008). O primeiro mecanismo refere-se a reducéo do excesso de drogas azolicas
no interior das células fangicas. Este efeito estd associado a expressdo aumentada —
superexpressdo - de genes que codificam as proteinas de efluxo de drogas (Figura 5a). Nos
fungos, assim como em outras células eucariontes, sdo conhecidos dois tipos de proteinas: 0s
transportadores da familia ABC (ATP-Binding Cassette) e os transportadores MSF (Major
Superfamily Facilitator) (CANNON et al, 2009; MORSCHHAUSER, 2010). Em
C. albicans, foram descritos trés genes que codificam tais proteinas: CDR1, CDR2 e MDRL.
CDR1 e CDR2 séo genes homdlogos aos transportadores ABC, e quando superexpressos Sao
responsaveis pela resisténcia em micro-organismos recuperados de pacientes expostos a
varias terapias antifungicas - resisténcia a maltiplas drogas (KONTOYIANNIS; LEWIS,
2002). Ja o terceiro gene MDR1 codifica os transportadores MSF, cuja superexpressdo parece
ser especifica a fluconazol e ndo esta associada com uma resisténcia cruzada a outros azdis,
ao contrario dos genes CDR1 e CDR2 que parecem reduzir o acimulo de varias drogas
azolicas (KANAFANI; PERFECT, 2008).

Em outras espécies, genes homologos funcionais de CDR1 e CDR2 estdo sendo
descritos e associados com a resisténcia aos azélicos em diversos estudos (SANGLARD;
COSTE; FERRARI, 2009). Em C. glabrata, a superexpressdo dos genes transportadores
ABC, CgCDR1, CgCDR2 e CgSNQ2, desempenham papel dominante na resisténcia aos
azolicos (TORELLLI et al., 2008). Outros transportadores ABC para C. dubliniensis (CdCDR1
e CdCDR2), C. krusei (ABC1 e ABC2), C. tropicalis (homologo CDR1) e C. neoformans
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(CnAFR1) foram reportados em isolados resistentes. Em Aspergillus fumigatus, os genes atrF
e AfuMDR4 tém sua expressdo regulada em cepas resistentes a itraconazol
(MORSCHHAUSER, 2010).

O segundo mecanismo de resisténcia é conhecido por meio de alteracdes na
enzima-alvo lanosterol-14-o-demetilase mediada pelos genes ERG11/CYP51 (KANAFANI;
PERFECT, 2008). Esse mecanismo de resisténcia envolve mutac6es pontuais de aminoacidos
e/ou superexpressao dos genes. O efeito de superdosagem do gene consiste no aumento do
nimero de moléculas ERG11 o que dificulta a completa ligacdo entre os azdis e as enzimas-
alvo (Figura 5b). A superexpressdéo do gene ERG11 estd frequentemente associada a
resisténcia aos azois em C. albicans e em isolados clinicos de C. tropicalis (FORASTIERO et
al.,, 2013). Em A. fumigatus a resisténcia ao ITC em isolados clinicos esta relacionada a
ocorréncia de substituicbes de aminoacidos no CYP51A, gene ortologo funcional ao ERG11
nesta espécie fungica. As razbes do surgimento de resisténcia em isolados clinicos de
A. fumigatus ndo foram esclarecidas, no entanto, acredita-se que o uso terapéutico prolongado
de azolicos pode ser definido como uma das possiveis causas (ALCAZAR-FUOLI;
RODRIGUEZ-TUDELA; MELLADO, 2008).

O terceiro mecanismo estudado trata-se de mutacGes de perda de funcdo do gene
ERGS3, responsavel pela biossintese do ergosterol. MutacGes nesse gene conferem alteracdes
nas etapas de sintese dos esterois e aumentam a resisténcia aos azois, uma vez que blogueiam
0 acumulo do ergosterol toxico 14a-metil-3,6-diol, levando a formacdo do composto ndo
toxico 14a-metilfecosterol. Este ultimo substitui o ergosterol nas membranas flungicas,
anulando a acdo dos azdlicos (Figura 5¢) (SANGLARD; COSTE; FERRARI, 2009). As
mutacbes em ERG3 ndo sdo frequentemente relatadas como mecanismo de resisténcia,
entretanto, tém se mostrado capazes de provocar resisténcia cruzada entre azolicos e
anfotericina B em isolados de C. albicans e C. dubliniensis (KANAFANI; PERFECT, 2008).
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Figura 5 — Principais mecanismos de resisténcia dos derivados azolicos. (a) superexpressao de genes que
codificam as proteinas de efluxo de drogas; (b) alteracdes na enzima-alvo lanosterol-14-a-demetilase mediada

pelos genes ERG11; (c) mutacBes de perda de funcdo do gene ERGS3, responsavel pela biossintese do

ergosterol Fonte: Adaptada de MOREIRA, 2010.

1.2.3  Equinocandinas

As equinocandinas consistem de um grupo de farmacos antifingicos semi-

sintéticos, que foram isolados de culturas de Aspergillus spp. pela primeira vez em 1974. O

desenvolvimento dessas drogas deu origem a dois compostos: a cilofungina, que teve

posteriormente sua producdo interrompida devido ao seu efeito nefrotoxico e a atual

anidulafungina (GOBERNADO; CANTON, 2008). A primeira aprovacdo comercial das

equinocandinas pelo FDA deu-se apenas em 2001, com a caspofungina, seguida da

micafungina em 2005 e anidulafungina em 2006. Atualmente, as equinocandinas representam

um importante grupo de drogas na terapia intravenosa de candidiase superficial e invasiva e
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no tratamento de aspergiloses (BERGOLD; GEORGIADIS, 2004; CHAPMAN; SULLIVAN;
CLEARY, 2008). Quanto a estrutura quimica, sdo compostos ciclicos macrolipopeptidicos
possuidores de uma cadeia lateral acil-lipidica, unida a um &omo de nitrogénio e sujeita a
varios padr@es de hidroxilacdo: a caspofungina (Figura 6a) € um acido graxo, a micafungina
(Figura 6b) um complexo aromatico e a anidulafungina (Figura 6¢) uma cadeia alcoxitrifenilo
(GOBERNADO; CANTON, 2008).

O mecanismo de acdo das equinocandinas é Unico dentre todos os farmacos
antifungicos, e trata-se da inibicdo ndo competitiva e irreversivel da enzima (1,3)-p-D-glicano
sintase, necessaria a sintese do (1,3)-B-D-glucano, um importante polissacarideo da parede
celular de varias espécies fungicas como Candida e Aspergillus (CHANDRASEKAR,;
SOBEL, 2006; CHEN; SLAVIN; SORRELL, 2011). A producdo insuficiente desse
polissacarideo resulta em danos na estrutura e integridade da parede celular, impedindo o
crescimento das células fungicas e, consequentemente, provocando a morte do micro-
organismo (Figura 7) (GOBERNADO; CANTON, 2008).
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Figura 6 - Estrutura quimica das equinocandinas: (a) caspofungina, (b) micafungina e (c) anidulafungina.
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Figura 7 — Mecanismo de ac¢do das equinocandinas: inibi¢do da biossintese do B-(1,3)-D-glucano.
Fonte: Adaptada de MURRAY; ROSENTHAL,; PFALLER, 2009.

Diferentemente dos derivados azdlicos, todas as drogas do grupo das
equinocandinas, de maneira geral, apresentam espectro de acdo semelhante, o que se estende
também para biofilmes de Candida (LARRU; ZAOUTIS, 2013). As equinocandinas
apresentam atividade fungicida contra C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis e
efeito fungistatico contra Aspergillus spp. (CHAPMAN; SULLIVAN; CLEARY, 2008). A
anidulafungina tem ainda atividade in vitro mais acentuada que a caspofungina e micafungina
contra C. glabrata, C. famata, C. rugosa, C. stellatoidea e C. lusitaniae (GOBERNADO;
CANTON, 2008). No entanto, ndo possuem atividade in vitro frente & Cryptococcus spp.,
Trichosporon asahii, Rhizopus spp., Scedosporium spp e Fusarium spp. (CATALAN;
MONTEJO, 2006).

A caspofungina e a anidulafungina sdo empregadas no tratamento de aspergilose
invasiva em pacientes refratarios ou intolerantes a outras terapias (CATALAN; MONTEJO,

2006), sendo também utilizadas na terapia de candidiase esofagica, abscesso intra-abdominal
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e candidemia. A micafungina é licenciada apenas na Europa e no Japdo, utilizada
principalmente para o tratamento de candidiase invasiva, aspergilose, nos casos de candidiase
esofagica e como profilaxia em pacientes submetidos a transplante de células-tronco
(LARRU; ZAOUTIS, 2013).

A anidulafungina possui também atividade in vivo contra véarios fungos
filamentosos, como Mucor spp., Penicillium marneffei, Exophiala jeanselmei, Fonsecaea
pedrosoi, Phialophora verrucosa e Pseudallescheria boydii. Mas, assim como todas as
equinocandinas, ndo é indicada para o tratamento de infec¢des causadas por C. neoformans,
Fusarium spp., Trichosporon asahii, Trichosporon spp., B. dermatitidis, Acremonium
strictum, Rhizopus arrhizus e H. capsulatum, devido principalmente ao baixo teor de glucano
na parede celular dessas espécies (GOBERNADO; CANTON, 2008).

A parede celular dos fungos é formada por uma camada externa de
mananoproteinas e uma camada interna composta por quitina e alfa e/ou beta glucanos
entrelacados com mananoproteinas. Esses componentes sdo ausentes nas células dos
mamiferos, conferindo as equinocandinas uma baixa toxicidade (CHANDRASEKAR,;
SOBEL, 2006). Dessa forma, as equinocandinas sao notavelmente bem toleradas e nenhum
efeito adverso grave tem sido relatado, sendo os mais frequentes: flebites, nauseas, vomitos,
diarreia, elevacdo transitoria das enzimas hepaticas e cefaleia (AZANZA; MONTEJO, 2008).
Alguns pacientes apresentam reacdes como rubor facial e dispneia (GOBERNADO;
CANTON, 2008).

A associacdo in vitro entre caspofungina e outras drogas antifungicas como a
anfotericina B, demonstram na maioria das vezes, sinergismo, devido principalmente ao seu
mecanismo de acdo inovador (BERGOLD; GEORGIADIS, 2004; CHANDRASEKAR;
SOBEL, 2006). A caspofungina e a micafungina tem apresentado efeito sinérgico in vitro
quando combinada com FLC, ITC, VRZ e posaconazol contra espécies de Aspergillus,
Candida e Fusarium spp. (ESPINEL-INGROFF, 2003). Alguns estudos ja descrevem sucesso
terapéutico em pacientes com micoses sistémicas quando medicados com micafungina e
AMB em combinacdo (KONTOYIANNIS et al., 2009). A anidulafungina ndo interage com
AMB, VRZ, ciclosporina, tacrolimus e outras drogas, mas pode ser usada juntamente com
outros agentes antifingicos e co-administrada com drogas imunossupressoras
(GOBERNADO; CANTON, 2008; CHEN; SLAVIN; SORRELL, 2011).

Em especial, para espécies de Candida, os mecanismos de resisténcia associados
as equinocandinas estdo relacionados com mutagdes pontuais nos genes FKS1 e FKS2 da B-

(1,3)-D-glucana sintase, um complexo de enzimas que participa da produgdo de polimeros
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glucanos na parede celular flngica. Alteragcdes no complexo enzimético reduz a acéo da droga
na parede celular do fungo. Este mecanismo j& foi demonstrado em C. albicans, C. glabrata,
C. krusei, C.tropicalis e C. dubliniensis, provocando resisténcia cruzada para todas as drogas
do grupo das equinocandinas (MORSCHHAUSER, 2010; PFALLER, 2012). Estudo anterior
descreve que a superexpressao dos genes CDR2 parece mediar resisténcia a caspofungina,
mas novos testes ainda devem ser realizados (SILVER et al., 2008).

A parede celular do fungo C. neoformans possui maior teor de a-(1,6) ou a-(1,3)-
D-glucano que B-(1,3)-D-glucano, o que justifica a resisténcia intrinseca dessa espécie as
drogas equinocandinas como caspofungina e micafungina (PETRIKKOS; SKIADA, 2007).
Entretanto, estudo in vitro determinou que o complexo enziméatico B-(1,3)-D-glucana sintase
de C. neoformans é bastante sensivel a essas drogas (MALIGIE; SELITRENNIKOFF, 2005).
A ineficacia das equinocandinas frente a Cryptococcus spp. também pode ser explicada pela
producdo de melanina nessas espécies. A producdo induzida de melanina também foi
observada em Histoplasma capsulatum, fendbmeno que foi acompanhado pela reducdo da
sensibilidade as equinocandinas neste fungo (EMRI et al., 2013). No entanto 0s mecanismos
de resisténcia as equinocandinas ndo estdo completamente esclarecidos nessas especies.
Outros mecanismos que inclui degradagdo enzimatica, ativagdo do sistema “bombas” de
efluxo e resposta ao estresse via calcineurina sdo sugeridos para isolados de C. neoformans
como possiveis métodos de resisténcia (CANNON et al., 2009; KANAFANI; PERFECT,
2008).

1.2.4  Mecanismo de resisténcia em biofilmes fungicos

Um fator crucial responsavel pela viruléncia e aumento da resisténcia intrinseca as
drogas antifingicas ¢ a capacidade dos fungos em formar biofilmes em dispositivos médicos,
tais como cateteres venosos, cateteres urinarios e préteses artificiais, cujo namero de usuarios
tem aumentado drasticamente em mais de 10 milhGes de beneficiarios/ano nos Estados
Unidos (ROBBINS et al., 2011; TAFF, et al., 2012). Em consequéncia da falta de uma terapia
eficiente muitas vezes a remocao cirdrgica do dispositivo infectado € a Unica alternativa para
a erradicacdo da doenca fungica (MUKHERJEE et al., 2003).

Os biofilmes sdo definidos como comunidades microbianas estruturadas e
complexas, capazes de aderir a superficies abidticas ou bidticas. As células sdo incorporadas

em uma matriz extracelular produzida pelos préprios micro-organismos que formam o
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biofilme, através da qual interagem uns com os outros e com o ambiente (MATHE; VAN
DICK, 2013; SOTO, 2013). A matriz extracelular é formada por substancias como
polissacarideos, proteinas, DNA de micro-organismos, e exibem um fenotipo alterado em
relacdo a taxa de crescimento e aos genes de transcricdo (TAFF, et al., 2012). Dessa forma, a
estrutura bioquimica do biofilme proporciona protecdo para as células contra 0s mecanismos
de defesa do hospedeiro, fagocitose, biocidas, for¢as hidrodindmicas e 0s mecanismos de acéo
dos antibi6ticos em geral (CANNIZZO et al., 2007).

As primeiras pesquisas foram destinadas apenas a biofilmes bacterianos, com o
desenvolvimento do primeiro modelo de biofilme in vitro de C. albicans em 1994
(HAWSER; DOUGLAS, 1994). Desde entéo, estudos sobre a capacidade de formar biofilmes
para varias espécies fungicas tém sido descritos na literatura: Cryptococcus neoformans
(MARTINEZ; CASADEVALL, 2007), Malassezia pachydermatis (CANNIZZO et al., 2007),
Aspergillus spp. (LIU et al., 2012) e recentemente Histoplasma capsulatum (PITANGUI et
al., 2012).

Muitas das pesquisas com biofilmes concentram-se em desenvolver modelos de
ensaio in vitro com o intuito de investigar o perfil de sensibilidade das comunidades
microbianas frente aos farmacos de uso clinico, em comparacdo com o perfil de sensibilidade
de seus homdlogos planctdnicos (TOBUDIC et al., 2010; CORDEIRO et al., 2012). Além
disso, tem-se buscado compreender os principais mecanismos de resisténcia a essas drogas
(MUKHERJEE et al., 2003; PERUMAL; MEKALA; CHAFFIN, 2007). Em modelo de
biofilme de C. albicans varios fatores foram elucidados para justificar a elevada resisténcia in
vitro e in vivo, dentre eles incluem: aumento da expressdo de bombas de efluxo de drogas,
reducdo do teor de ergosterol (MUKHERJEE et al., 2003), elevados niveis de B-(1,3)-D-
glucana da parede celular e da matriz do biofilme (NETT et al., 2007), aumento da densidade
de células (PERUMAL; MEKALA; CHAFFIN, 2007), e sinalizacdo mediada pelas proteinas
cinase C (PKC) (KUMAMOTO, 2005) e fosfatase calcineurina (UPPULURI et al., 2008).
Alguns dos fatores propostos sdo mecanismos de resisténcia comuns entre as células
planctonicas e os biofilmes, tal como regulacdo positiva de bombas de efluxo de drogas e
regulacdo positiva de expressdao do gene alvo, e outros sdo caracteristicas especificas dos
biofilmes, como presenca de matriz extracelular (MATHE; VAN DIJCK, 2013; SOTO,
2013).

A resisténcia aos medicamentos de uso clinico também pode advir da
incapacidade que alguns antimicrobianos tém de se difundirem através da camada

polissacaridica que compBe a matriz extracelular. Ou, ainda, devido a existéncia de
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subpopulacBes de micro-organismos no interior dos biofilmes, denominadas células
persistentes (Persister cells) que s&o fenotipicamente diferentes das demais e possuem a
habilidade de sobreviver em concentragdes bem superiores a concentracdo inibitéria minima
dos antiftingicos em geral (MATHE; VAN DIJCK, 2013; SOTO, 2013).

Os biofilmes sdo considerados mecanismos de sobrevivéncia dos micro-
organismos tanto na natureza como no hospedeiro, uma vez que tais estruturas sao muito mais
resistentes aos antimicrobianos que as células planctdnicas (TAFF, et al., 2012). Este fato foi
primeiramente verificado em espécies bacterianas, quando se observou um aumento da
concentracdo do antibidtico em até 100 vezes para a eliminacdo das bactérias associadas em
biofilme, quando comparada as células plancténicas (DONLAN; COSTERTON, 2002). Mais
tarde, habilidade semelhante foi detectada em biofilmes fingicos, nos quais eram necessarias
concentracfes mais elevadas de cada droga para uma reducdo relevante da atividade
metabolica do biofilme em comparacdo com as células planctnicas (EL-AZIZI, 2007). Estes
resultados foram confirmados para diferentes espécies fungicas como Candida albicans
(SHUFORD et al., 2006; TOBUDIC et al, 2010), C. glabrata (EL-AZIZI, 2007
MONTEIRO et al., 2013); C. parapsilosis, C. krusei (EL-AZIZI, 2007); C. neoformans
(MARTINEZ; CASADEVALL, 2006) e Aspergillus spp. (LIU et al., 2012).

A elucidagdo dos mecanismos de resisténcia em biofilmes é o primeiro passo para
a otimizacgdo das terapias, ora pelo uso de terapias antifingicas classicas como por exemplo, o
blogueio do cateter com antimicrobianos/antissépticos e 0 uso de cateteres impregnados com
antibioticos, ora pelo emprego de terapias com combinacdo de drogas (SARDI et al., 2013).
Uma vez que ocorram infeccdes relacionadas a cateteres, o procedimento clinico atual é a
remocdo do dispositivo e a administracao de antifingicos com acdo sistémica. No entanto tem
se verificado uma reducdo da gquantidade de células em biofilme de C. albicans formado em
cateter vascular central quando tratado com caspofungina usada como uma solucdo de
blogueio durante o tratamento (SHUFORD et al., 2006). Essa estratégia pode ser adotada em
pacientes com candidemia clinicamente estaveis para evitar substitui¢cdo intravascular do
cateter (CATEAU; RODIER; IMBERT, 2008).

Para o tratamento de infeccdes causadas por biofilmes, as equinocandinas, a
anfotericina B e suas formulacdes lipidicas tém demonstrado eficiéncia tanto in vitro
(CATEAU; RODIER; IMBERT, 2008; RAMAGE et al., 2013) quanto in vivo (MUKHERJEE
et al., 2009). No entanto, os derivados azélicos, os andlogos da pirimidina, alilaminas e as
formulacbes classicas de poliénicos, como a nistatina, ndo vém apresentando atividade eficaz

contra biofilmes fungicos (MONTEIRO et al., 2013). Para superar a ineficacia dessas drogas,
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alguns pesquisadores tém se dedicado em avaliar o efeito sinérgico entre varias classes de
medicamentos, como antifungicos, antibacterianos, analgésicos, imunossupressores, entre
outros. Exemplos dessas combinagdes sdo encontrados com frequéncia na literatura cientifica:
associagéo entre fluconazol e doxiciclina (GAO et al., 2013), combinacdo entre anfotericina B
e aspirina (ZHOU et al., 2012), combinacdo de caspofungina e o analgésico/anti-inflamatério
diclofenaco (BINK et al., 2012) e a sensibilidade de biofilmes de C. albicans a diferentes
antifungicos e o medicamento imunossupressor ciclosporina (SHINDE et al., 2012).

1.3 POTENCIAL ANTIFUNGICO DE DROGAS ANTIBACTERIANAS

Tendo em vista 0 surgimento de cepas resistentes aos medicamentos antifingicos
atualmente utilizados, nota-se um crescente interesse na prospecc¢do por novas drogas nos
altimos anos. Além de drogas ja usadas na pratica medica, como as sulfonamidas
(BRILHANTE et al.,, 2010; CORDEIRO et al.,, 2011b) e as drogas antituberculose
(CORDEIRO et al., 2006; 2011a), muitas classes de compostos quimicos tém sido
investigadas quanto ao seu potencial antifingico, como as estatinas (CHAMILOS; LEWIS;
KONTOYIANNIS, 2006), as quinonas (TSANG; BANDARA,; FONG, 2012) e as hidrazonas
(JUDGE et al., 2012).

Com o intuito de descobrir moléculas potencialmente ativas, varias substancias
vém sendo testadas isoladas ou em combinacdo com drogas antifungicas (CORDEIRO et al.,
2009; 2011a; GAO et al., 2013). A interacdo entre drogas antifingicas e compostos nédo
antimicrobianos pode representar uma alternativa para o tratamento de pacientes infectados
com cepas resistentes aos farmacos antifingicos tradicionais, como relatado por Afeltra et al.
(2004). Porém, a importancia dessas drogas no tratamento de infec¢bes fungicas requer ainda
estudos adicionais (AFELTRA; VERWEIJ, 2003).

1.3.1 Isoniazida e Etionamida

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2013), as drogas isoniazida (INH),
rifampicina (RMP), pirazinamida (PZA) e etambutol (EMB) compdem o esquema padréao
usado para o tratamento de “primeira linha” da tuberculose (TB). No caso de cepas

multirresistentes aos agentes etioldégicos da TB outros quimioterdpicos designados de
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“segunda linha” como a etionamida (ETH), sdo utilizados para substituir INH ¢ RMP (VALE;
GOMES; SANTOS, 2013). Essas drogas combinam elevado nivel de eficiéncia, moderada
toxicidade e baixo custo (ANDRADE, 2008).

A INH trata-se de uma pro-droga muito eficiente, considerada o farmaco mais
importante para o tratamento da TB na atualidade (PARSONS et al, 2005; FERREIRA et al.,
2007). Sua atividade antimicrobiana foi observada pela primeira vez por Chorine em 1945,
quando avaliava o efeito tuberculostatico da nicotinamida em modelos animais (ZHANG,
2005). A INH foi desenvolvida apenas em 1952, sete anos depois de sua descoberta
(FERREIRA; NOGUEIRA; SOUZA, 2007).

A droga INH pertence ao grupo das hidrazidas do acido isonicotinico (Figura 8a)
e apesar de apresentar uma molécula quimica pequena, possui um mecanismo de acdo
complexo (PETRI, 2001). A INH interfere com a sintese dos acidos micoélicos da parede
celular das micobactérias, mediante inibicdo de enzimas especificas (ZHANG, 2005). O
farmaco primeiramente € convertido pela enzima catalase/peroxidase (KatG) do
Mycobacterium tuberculosis em um metabdlito ativo que constitui um anion ou radical
(ANDRADE et al., 2008), que gera espécies reativas de oxigénio (O, e H,0,) e radicais
organicos que danificam as moléculas de DNA, lipidios e carboidratos das micobactérias
(SOMOSKOVI; PARSONS; SALFINGER, 2001; ZHANG, 2005). Em consequéncia, ha o
blogueio da biossintese dos acidos micdlicos - lipidios longos e ramificados, fixados a um
polissacarideo da parede celular das micobactérias (Figura 8c) (PETRI, 2001). Estudos
indicam serem 0s genes inhA e KasA os principais alvos do farmaco. De fato, o0 metabdlito
ativo da INH liga-se aos produtos desses genes: a proteina transportadora enoil-acil redutase e
a p-cetoacil ACP-sintase |, ambas envolvidas na via biossintética dos acidos micélicos
(SOMOSKOVI; PARSONS; SALFINGER, 2001).

A atividade antimicrobiana da INH é direcionada as micobactérias, no entanto
trabalhos anteriores relataram o efeito inibitorio in vitro deste quimioterapico contra cepas de
fungos dimoérficos como Coccidioides posadasii (CORDEIRO et al., 2006) e Histoplasma
capsulatum (CORDEIRO et al., 2011a). A droga é capaz de penetrar nas células fagociticas,
como macréfagos, e atingir até mesmo patdgenos intracelulares. Apesar de ser um farmaco
eficaz contra M. tuberculosis, pode ocasionar efeitos toxicos indesejaveis, seja pelo préprio
principio ativo ou pelos seus metabdlitos formados. Os efeitos colaterais mais proeminentes
estdo relacionados a febre, ictericia e neurite periférica (PETRI, 2001).

A ETH também é um pré-farmaco e foi produzida pela primeira vez na década de

1950, quando pesquisadores sintetizavam andlogos da INH como novos medicamentos
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antimicobacterianos (VALE; GOMES; SANTOS, 2013). Somente em 1956 a ETH foi
introduzida como droga de “segunda linha” no tratamento da TB (ARBEX et al., 2010). A
molécula da ETH é estruturalmente semelhante a INH (Figura 8b), caracterizada pela
presenca de uma funcdo tioamida (R1-CS-NR2R3) que a distingue da INH (VALE; GOMES;
SANTOS, 2013).

Estudos sugerem que o mecanismo de acdo da ETH esté relacionado ao mesmo
sitio de acdo da INH. Similarmente, por oxidacdo da porcéo tiourea da molécula, a ETH se
converte a sua forma ativa, etionamida sulféxido catalizada pela enzima KatG. Apés a
ativacdo, o gene EthA do M. tuberculosis sofre inibicdo e a sintese proteica é suspensa,
impedindo a biossintese dos acidos micélicos e outros &acidos graxos de cadeia longa,
comprometendo a estrutura da membrana celular micobacteriana (VALE; GOMES;
SANTOS, 2013).

A ETH tem sido bastante utilizada no tratamento de pacientes com TB que
apresentaram resisténcia a INH ou estreptomicina e na terapia de infecgdes causadas por M.
leprae e M. avium (FERNANDES, 2006). A resisténcia a ETH ocorre normalmente devido a
modificagdes genéticas no gene EthA. Nota-se que cepas de M. tuberculosis que possuem
resisténcia a INH devido a alteracbes do gene de KatG (enzima catalase/peroxidase)
permanecem sensiveis a ETH, o que pode indicar que as enzimas responsaveis pela ativacao
da INH e da ETH séo diferentes (ARBEX et al., 2010; NLM, 2013).
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Figura 8 - (a) Estrutura quimica das drogas antituberculose isoniazida e (b) etionamida; (c) Esquema
simplificado da membrana citoplasmética de Mycobacterium tuberculosis, demonstrando os sitios alvos
das drogas isoniazida e etionamida. Fonte: Adaptada de ZUMLA; NAHID; COLE, 2013.

1.3.2 Hidrazonas

48

As hidrazonas sdo moléculas quimicamente classificadas como iminas, compostos

organicos caracterizados por conter a estrutura geral R1R,C=N-NR3;R4 (UPPAL et al., 2011).

Normalmente esses compostos sdo formados pela reacdo de condensacdo entre cetonas ou

aldeidos e uma hidrazida, catalisada pela presenca de acido ou base. Na catalise acida ocorre

uma quebra da carbinolamina intermediaria com a liberacdo de uma molécula de agua, ja na

catalise basica observa-se uma desidratacdo do intermediario tetraédrico, desprotonacdo do
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nitrogénio com a eliminagdo do fon hidréxido (OHY) ou ifon hidroxdnio (HsO"). (Figura 9)
(SINGH; RAGHAYV, 2011).

Geralmente, as reacOes de sintese sdo de baixo custo e de grande economia de
atomos, visto que, com excec¢do da dgua que é liberada na reagdo, todos os outros atomos dos
compostos reagentes sdo utilizados para a formacdo do produto final. No que concerne a
sintese desses compostos, a principal caracteristica é a versatilidade de obtencdo, bem como,
sua vasta aplicagio como intermediarios de muitos ndcleos importantes (TENORIO; GOES,
2005).

R,
R 2,
}C;B - OH
le\ )
Cetona A
H,N - NH,
Hidrazida NH,
R
Rl/
%, (A H R )
oH Ny + 10
Hn_ - N
| h
NH,
R NH, R NH,
\ __ — — + H 6
c=N™*) - C=N 3
Ry H Ry
HEO Hidrazona

Figura 9 - Reacdo de formacdo entre uma cetona e uma hidrazida, catalisada pela presenca de uma
base com a desidratagdo do intermediério tetraédrico, desprotonacdo do nitrogénio com a eliminagédo
do fon hidroxénio (H;O"). Fonte: Adaptada de SINGH; RAGHAYV, 2011

As propriedades quimicas apresentadas pelas hidrazonas sdo atribuidas
principalmente ao comportamento quelante dessas moléculas que sdo usadas em diversas

aplicagdes, desde reagentes em quimica analitica, compostos cromogénicos, catalisadores,
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sondas luminescentes até sensores moleculares (DESPAIGNE et al., 2010). Além disso, esses
compostos sdo utilizados para o controle de pragas agricolas e como fotorreceptor
eletrofotografico de impressores a laser (PARRILHA et al, 2011). As hidrazonas
heterociclicas constituem uma importante classe de moléculas biologicamente ativas, que tém
sido intensamente reportadas na literatura nos Gltimos anos, devido suas amplas propriedades,
tais como atividades antibacteriana, antifungica, antituberculose (JUDGE et al., 2012), anti-
inflamatéria (SALGIN-GOKSEN et al., 2007), analgésica, anticonvulsivante (REIS et al.,
2008), antimalarica (MELNYK et al., 2006), antitumoral (TERZIOGLU; GURSQY, 2003),
dentre outras.

Muitos pesquisadores Vvém sintetizando hidrazonas e utilizando-as no
desenvolvimento de novas moléculas biologicamente mais ativas, eficazes e com menor
toxicidade (PARASHAR et al., 2009). Um exemplo interessante & o antimicrobiano sintético
de amplo espectro denominado nifuroxazida, o qual ndo promove resisténcia bacteriana e vem
sendo usado como segunda droga de escolha para o tratamento de infec¢do entérica causada
por Staphylococcus aureus (MASUNARI; TAVARES, 2007).

As atividades biologicas dos compostos derivados de hidrazonas tém instigado
grande interesse da comunidade cientifica na ultima década (SUVARAPU et al., 2012), sendo
investigadas por varios cientistas. 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 o grupamento hidrazona, presente em derivados fenil-hidrazonas e
compostos aril e acil-hidrazonas apresentam carater farmacoférico para a inibicdo de COX e
pronunciada atividades analgésica e anti-inflamatoria, além de outras atividades, como
anticonvulsivante e antimicrobiana (TODESCHINI et al., 1998; REIS et al., 2011). Muitos
processos fisioldgicos e patologicos, como a inflamacdo ou mesmo a progressdo de tumores
cancerigenos sdo conduzidos por substancias como as prostanoides que tem sua biossintese
regulada pela enzima COX. Outras substancias como o leucotrieno B4 que se origina da
enzima 5-LO, também contribuem para a hiperalgesia durante a inflamacéo, por diminuir os
limiares mecanicos e térmicos das fibras. Portanto, substancias que inibem tanto a COX,
qguanto a 5-LO, sdo alvos atraentes para a quimica medicinal, visando o combate a dor,
causada por processos inflamatérios (REIS et al., 2011).

Em quimica inorganica, as hidrazonas formam facilmente complexos estaveis
com a maioria dos metais de transi¢cdo, como cobalto, niquel, galio e zinco, desempenhando

um importante papel no campo da quimica bioinorganica. Coordenadas a metais, as
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hidrazonas estdo sendo pesquisadas como agentes antibacterianos e antifungicos (NORA et
al., 2007), assim como também inibidores de enzimas (SUVARAPU et al., 2012).

Trabalhos recentes investigaram a atividade antimicrobiana, antitumoral e
antiparasitaria de complexos de galio(lll) formados a partir de hidrazona derivadas de 2-
benzoilpiridina e 2-acetilpiridina. De acordo com o estudo, tais moléculas ndo apresentaram
atividade importante contra bactérias das espécies S. aureus e Pseudomonas aeruginosa, no
entanto alguns compostos demostraram atividade antifungica compativel a do fluconazol
contra Candida albicans. Com isso, foi possivel constatar que a complexa¢do reduz
significativamente os valores de CIM obtidos nos ensaios de sensibilidade contra C. albicans
(PARRILHA, 2012).

No que concerne & atividade antitumoral, as hidrazonas e seus complexos de
galio(l111) mostraram acdo citotoxica contra duas diferentes células de glioblastoma, U87 e
T98, que expressam a proteina pro-apoptotica p53 e a proteina p53 mutante, respectivamente.
O percentual de sobrevivéncia das células U87 e T98 em contato com as hidrazonas variaram
entre 14,4 e 35,1% (DESPAIGNE et al., 2012). Em estudos anteriores, Mendes et al. (2009)
investigaram o efeito de farmacos antitumorais de uso clinico sobre a sensibilidade de
linhagens de células cancerigenas humanas e revelaram que as células em que a proteina p53
estd ausente ou que apresentam a proteina mutante sdo menos sensiveis a maioria dos
compostos que as células que expressam essa proteina.

As hidrazonas derivadas de 2-acetilpiridina e seus complexos de galio(lll)
também tiveram suas atividades antimalaricas avaliadas. As hidrazonas foram ativas contra
Plasmodium falciparum e apresentaram baixa toxicidade contra células de hepatoma humano.
Observa-se neste caso que a coordenacdo das hidrazonas ao galio(lll) ndo fez aumentar a
atividade antimalarica e resultou em um aumento da citotoxicidade (PARRILHA, 2012).

Nos ultimos anos, aproximadamente 3.000 compostos analogos da isoniazida
foram sintetizados, destes quase 2.000 sdo hidrazonas como, por exemplo, a furonazida,
opioniazida e sulfoniazida que possuem atividade contra Mycobacterium tuberculosis. Judge e
colaboradores (2012) estudaram o potencial antibacteriano, antifungico, antimicobacteriano e
antiviral de uma série de hidrazonas provenientes da isoniazida. Esses compostos foram
testados frente as bactérias Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli e os
fungos Candida albicans e Aspergillus niger, além da micobactéria Mycobacterium
tuberculosis e 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 antifingico
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FLC. Ademais os compostos foram pesquisados quanto ao seu potencial antimicobacteriano,
e os resultados indicaram que estas substancias podem ser consideradas altamente ativas, com
algumas delas exibindo atividade maior do que a droga padrdo isoniazida. Nove dos doze
compostos obtidos apresentaram atividade antiviral contra uma variedade de virus de DNA e
RNA em concentracgdes subtdxicas (JUDGE et al., 2012).

Visbal et al. (2011) sintetizaram quatro analogos de hidrazona, que apresentaram
atividade inibitéria in vitro contra o fungo dimoérfico Paracoccidioides brasiliensis. A
pesquisa objetivou investigar o efeito dos compostos sintetizados sobre o teor de esterdis nas
células do fungo. Os dados obtidos demonstraram uma reducdo de 50% no conteudo final de
esterois brasicasterol, ergosterol, e aumento concomitante nos niveis de lanosterol, indicando
que tais compostos sdo capazes de inibir a enzima esterol A%* esterol-C-metiltransferase, de
um modo dependente da localizacdo estereoquimica do grupo hidrazona. Apenas um
composto ndo teve uma atividade antiproliferativa associada ao bloqueio de qualquer etapa na
via de biossintese de esterdis, sugerindo um mecanismo de acdo diferente.

Neste contexto, a busca racional por novas moléculas com atividade
antiproliferativa levou a descoberta de que muitas hidrazonas possuem amplo espectro de
atividade, sem provocar efeitos colaterais indesejaveis, que passa a ser de grande importancia

na area de pesquisa em medicina.

1.4  MICOSES SISTEMICAS: CONTEXTO ATUAL DE HISTOPLASMOSE E
CRIPTOCOCOSE

A ascensdo das infeccGes fungicas sistémicas, nos ultimos 25 anos tem
transformado o cenédrio da saide humana mundial (ABADIO et al., 2011; PIERCE et al.,
2013). Apesar da menor frequéncia de casos quando comparada as doencas bacterianas, as
infeccbes fungicas sistémicas tém representado uma grave ameaca especialmente em
individuos hospitalizados com doencas subjacentes, como pacientes submetidos a
quimioterapia imunossupressora, cirurgias de grande porte ou transplante, portadores de
cateteres venosos, bem como os infectados com virus HIV/aids (HICHERI; COOK;
CORDONNIER, 2012; KONTOYIANNIS, 2012). Candida albicans continua sendo o
patdgeno fingico mais prevalente em humanos que apresentam infeccdo hospitalar adquirida,
com taxas de mortalidade que se aproximam de 50% nos casos de doenca sistémica
disseminada (FORASTIERO et al., 2013; LI et al., 2013). No entanto, apesar de espécies de
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Candida e Aspergillus (HICHERI; COOK; CORDONNIER, 2012) serem as maiores
responsaveis pelos casos de micoses sistémicas em todo o mundo, tem-se observado uma
mudanca epidemioldgica relevante, que demonstra que outras espécies como Histoplasma
capsulatum (EMRI et al., 2013) e Cryptococcus neoformans também vém apresentando risco
eminente & salde humana (PIERCE et al., 2013).

A histoplasmose classica e a criptococose sdo micoses sistémicas de carater
oportunista, potencialmente fatais em pacientes imunodeprimidos principalmente portadores
do virus HIV/aids (CHONG et al., 2010; JAIMES et al.,, 2013). A histoplasmose &
considerada uma importante doenca respiratdria fungica das Américas e afeta milhdes de
pessoas em todo o mundo (BRILHANTE et al., 2012). Em individuos infectados pelo virus
HIV a micose acomete cerca de 2 a 5% dos casos (SOLARI et al., 2007), sendo que 50 a 75%
dos pacientes apresentam histoplasmose disseminada como primeira manifestacdo clinica da
aids (JAIMES et al., 2013).

No Brasil, a histoplasmose é relativamente comum e se d& atraves da observagéo
de casos clinicos autdctones, seja uma ocorréncia isolada ou sob a forma de microepidemias,
comprovados por inquéritos epidemiologicos empregando testes cutaneos (CHANG et al.,
2007). A micose € relatada com maior frequéncia no sul e sudeste do pais (MORAIS et al.,
2008), mas novos estudos revelam a ocorréncia de histoplasmose em outras areas do Brasil,
como nos Estados do Maranh&o e Piaui, remetendo a existéncia de microfocos nessas regides
(DEUS FILHO et al., 2009). No Ceara, estudo realizado entre janeiro de 2006 a dezembro de
2010 em hospitais da rede publica de Fortaleza, registrou 208 casos de histoplasmose
disseminada em pacientes HIV positivos (BRILHANTE et al., 2012).

A histoplasmose classica € causada pela espécie Histoplasma capsulatum var.
capsulatum (Figura 10), fungo dimdérfico térmico, sapréfita, encontrado na forma de micélio
em solos ricos de compostos nitrogenados e alta umidade, geralmente associado com dejetos
de aves, morcegos ou passaros (BRAZAO-SILVA et al., 2013). O contagio por H.
capsulatum ocorre ap6s o revolvimento do solo contaminado que proporciona a inalagdo de
propagulos infectantes, formados por pequenos fragmentos de micélio e microconidios, que
s&o depositados nos alvéolos pulmonares, (ZANCOPE-OLIVEIRA; MUNIZ; WANKE, 2005;
COOPER; ZARNOWSKI; WOODS, 2009), onde sdo envolvidos por fagossomas a 37 °C, e
convertidos a sua forma leveduriforme, causando uma pneumonite focal e, por conseguinte o
complexo pulmonar ganglionar primario, semelhante ao da TB pulmonar (ZANCOPE-
OLIVEIRA; MUNIZ; WANKE, 2005). Apesar do seu efeito nefrotoxico, a AMB continua

sendo a droga de escolha para a terapéutica da histoplasmose, principalmente nos quadros
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clinicos mais severos, enquanto o ITC € indicado para histoplasmose pulmonar aguda ou
pulmonar cavitaria cronica (RAMOS-E-SILVA et al., 2012).

Figura 10 - Aspectos morfofisiolégicos de H. capsulatum var. capsulatum (a) Cultura de

H. capsulatum na fase filamentosa obtida em (da esquerda para a direita) agar BHI, agar
batata dextrose, agar lactrimel e 4gar malte a 2% a temperatura de 25 °C; (b) Cultura de
H. capsulatum na fase leveduriforme obtida em agar BHI suplementado com 10% de sangue
de carneiro a 37 °C; (c) Aspecto micromorfoldgico de H. capsulatum na fase filamentosa
obtida em preparacdo de lamina-laminula com lactofenol azul-algoddo; (d) Aspecto
micromorfoldgico de H. capsulatum na fase leveduriforme obtida em preparacéo de lamina-
laminula com lactofenol azul-algoddo. Fonte: CEMM, 2013.

Historicamente, a histoplasmose pulmonar crénica tem sido associada a TB
pulmonar, por ambas apresentarem caracteristicas clinicas, radiologicas e histopatoldgicas
semelhantes (FERREIRA; BORGES, 2009). Estes casos tém levado individuos com

histoplasmose pulmonar a serem tratados com agentes antituberculose, mas sem
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demonstrarem cura clinica. Os primeiros casos de histoplasmose pulmonar cronica foram
relatados em 1948 nos EUA, em individuos provenientes de sanatorios para TB, que recebiam
tratamento antituberculose antes do diagndstico da doenga flungica (UNIS; SEVERO, 2005).
As manifestacdes clinicas e as lesdes pulmonares da doenca sdo semelhantes as da TB
pulmonar, sendo, portanto a associacdo de ambas um fato comum até hoje (DEUS FILHO et
al., 2009; BRAZAO-SILVA et al., 2013; MENG; CAI; LI, 2013). Como a apresentacio
clinica das duas doencas é bastante andloga, observa-se que varios pacientes com diagndstico
definido de histoplasmose ja fizeram tratamento prévio para TB (DEUS FILHO et al., 2009).
Estes pacientes em geral ndo respondem a terapia e s6 apresentam melhora clinica apos a
introducdo da medicacgdo antifungica (UNIS; SEVERO, 2005).

A criptococose afeta quase um milh&o de pessoas por ano em todo o mundo, € a
maioria dos casos € atribuida a pacientes com virus HIV/aids, dos quais aproximadamente
18% véo a Obito quando associados a esta micose (VIJAYAN; KLAUSNER, 2013). Em
regibes com elevadas taxas de infeccdo por HIV, a criptococose € a principal causa de
meningite e, consequentemente, € uma das doengas oportunistas mais comuns definidoras de
aids (ANTINORI, 2013). Depois do acometimento do sistema nervoso central, o
envolvimento pulmonar na criptococose € 0 mais frequente, com o aparecimento do complexo
primario pulmonar-linfonodo, bastante semelhante ao encontrado na TB e histoplasmose
pulmonar. O quadro pulmonar pode apresentar potencial risco de disseminacdo em presenca
de imunodepressdo nos pacientes (MORETTI et al., 2008; ANDAMA et al., 2013). A
criptococose é causada pelas espécies do complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii
(Figura 11) (BUTTS et al.,, 2013), considerados patdgenos oportunistas de distribuicdo
mundial (CHONG et al, 2010). C. neoformans normalmente infecta pacientes
imunodeprimidos, incluindo os pacientes com virus HIV/aids (GUIMARAES et al , 2010), e
C. gattii € um patdgeno humano primario emergente que acomete também individuos
saudaveis (SANTOS et al., 2012).

A terapia padréo-ouro para meningoencefalite criptocdcica € AMB isolada ou em
combinacdo com a droga 5-flucitosina (5FC) e estd associada com baixas taxas de
mortalidade entre 10 e 20%. No entanto, a AMB-5FC ndo é amplamente disponivel em
regibes com recursos escassos, pois além do alto custo, € considerada tdxica e requer a
administracao intravenosa, com necessidade de acompanhamento terapéutico frequente, o que
ndo é comum nessas regides (BUTTS et al., 2013). Assim, nos paises em desenvolvimento, o
FLC é a droga mais comumente usada no tratamento alternativo. Administrado por via oral,

ndo ha necessidade de cuidados médicos constantes, e atualmente é fornecido gratuitamente
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em programas governamentais (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2010). No entanto,
alguns estudos tém mostrado que a resisténcia a FLC pode ser um problema grave nos paises
em desenvolvimento, com taxa de mortalidade de cerca de 50% (VARMA; KWON-CHUNG,
2010; BUTTS et al., 2013).

Figura 11 - Aspectos morfofisiolégicos de espécies de Cryptococcus
(a) Cultura de Cryptococcus spp. obtida em agar batata dextrose a temperatura
de 25 °C; (b) Cultura de Cryptococcus spp. obtida em &gar Semente de Niger
com col6nias acastanhadas; (c) e (d) Microscopia de C. neoformans com
presenca de cdpsula polissacaridica obtida em preparacdo com tinta da China

observadas em microscopico dptico em objetiva de 100x. Fonte: CEMM, 2013.

A criptococose pulmonar costuma estar associada a outras doencas, como diabetes
e TB (VIJAYAN; KLAUSNER, 2013). Na ultima década, tem-se observado com maior
frequéncia casos de criptococose em pacientes com suspeita de TB pulmonar. Na Africa do
Sul, doenca criptocdcica foi associada a 75% dos casos de mortes por infecgdes oportunistas
em garimpeiros com TB pulmonar. Entretanto, ha poucos estudos que descrevem o impacto



57

da criptococose em pacientes HIV soropositivos com suspeita de TB (SOUSA et al., 2006;
ANDAMA et al., 2013).

Apesar da resisténcia aos farmacos antifungicos em cepas de H. capsulatum e
Cryptococcus spp. seja considerada incomum, nos ultimos anos, casos de histoplasmose e
criptococose refratarias ao tratamento com drogas antiflngicas convencionais, como 0
fluconazol, tém sido descritos (WHEAT et al., 2001; CLARCK et al., 2005; CHANG et al.,
2009; VARMA; KWON-CHUNG, 2010). Fato que vém estimulando a busca de novos
compostos antifungicos para a terapia dessas micoses (BRILHANTE et al., 2010;
CORDEIRO et al., 2012).

O desenvolvimento de novas drogas ainda é um desafio de destaque mundial,
visto que fungos e humanos compartilnam estreitas relagdes evolutivas o que torna cada vez
mais dificil a identificaco de alvos moleculares especificos para as células flngicas
(COWEN, 2008; PIERCE et al., 2013). Preocupada com essa situacdo, a Organizacdo
Mundial de Saidde — OMS, contemplou esta problematica como tema relevante, com o
objetivo de dar visibilidade a esta questdo que assola os servigos de saude, enfatizando que
ndo é uma dificuldade nova, mas que se torna cada dia mais preocupante (OMS, 2012).

As drogas antituberculose INH, RMP, PZA, e EMB, utilizadas no tratamento de
quadros de TB apresentaram resultados promissores in vitro frente as cepas de C. posadasii
(CORDEIRO et al., 2006) e H. capsulatum (MARQUES, 2009; CORDEIRO et al., 2011a).
Sabe-se que o0s agentes antituberculose atuam sobre alvos especificos do metabolismo
micobacteriano. De posse desses dados, supbe-se que sitios analogos de ligacdo a essas drogas
estejam presentes em células de fungos causadores de micoses sistémicas como C. posadasii,
H. capsulatum e Cryptococcus spp., resultando no efeito inibitorio observado nos trabalhos
anteriores.

Dessa forma, a prospeccdo por novas drogas para o tratamento de micoses
sistémicas, como a histoplasmose e a criptococose, impulsionou este trabalho a avaliar o
potencial antifungico de drogas nao utilizadas na terapia antifungica, bem como determinar o
efeito inibitério de novos compostos sintetizados a partir de uma droga ja existente. Além
disso, com o conhecimento recente de que a maioria das infec¢des fungicas esta relacionado
com a formacdo de biofilme, que por sua vez resulta no aumento da resisténcia aos
convencionais antifungicos, também se preocupou em analisar a atividade antifingica dessas
drogas sobre o biofilme de isolados de Histoplasma capsulatum var. capsulatum e do
complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii. Este estudo também buscou determinar 0s

mecanismos de ac¢do das drogas envolvidas sobre as células dos referidos fungos.
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2 PERGUNTAS DE PARTIDA

1. As hidrazonas sintetizadas a partir da droga isoniazida sdo capazes de inibir o
crescimento in vitro de isolados de H. capsulatum?

2. As hidrazonas apresentam efeito sinérgico em combinac¢do com anfotericina B
frente a H. capsulatum?

3. Quais 0s mecanismos de acdo associados a atividade antifungica das
hidrazonas no fungo dimoérfico H. capsulatum?

4. Hidrazonas sdo capazes de potencializar a acdo fungicida de macréfagos
infectados por H. capsulatum?

5. As drogas antituberculose isoniazida e etionamida possuem atividade
antifangica frente a cepas do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii?

6. Quais os mecanismos de acdo das drogas isoniazida e etionamida em

Cryptococcus spp.?

3 HIPOTESES CIENTIFICAS

1. Isolados de H. capsulatum na fase leveduriforme e filamentosa séo sensiveis,
in vitro, frente a hidrazonas derivadas da droga isoniazida.

2. As hidrazonas interagem sinergicamente com anfotericina B in vitro contra
H. capsulatum nas formas planctdnica e biofilme.

3. As hidrazonas agem no envoltério celular fangico, alterando o contetdo de
ergosterol e/ou provocando poros na membrana plasmatica em H. capsulatum.

4. As hidrazonas promovem aumento da taxa de morte fungica mediada por
fagocitose.

5. As drogas antituberculose isoniazida e etionamida isoladas e/ou em
combinacdo com os derivados azdlicos possuem atividade antifungica frente a cepas do
Complexo C. neoformans / C. gattii nas formas planct6nica e biofilme.

6. A atividade antifungica in vitro das drogas antituberculose esta relacionada a
reducdo do teor de ergosterol do envoltério celular fungico e/ou alteracBes na estrutura da

membrana plasmatica de Cryptococcus spp.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar analogos quimicos da droga isoniazida e determinar o efeito inibitério,
in vitro, destes e das drogas antituberculose frente aos patdgenos fungicos oportunistas H.
capsulatum var. capsulatum e espécies do complexo C. neoformans, bem como investigar 0s

mecanismos de acdo relacionados com a atividade antiflngica dessas drogas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar hidrazonas derivadas da droga isoniazida.

2. Determinar o efeito citotdxico in vitro dos compostos sintetizados sobre células
tumorais humanas.

3. Avaliar o potencial antifungico, in vitro, das hidrazonas isoladas e em
combinagdo com anfotericina B frente a H. capsulatum na forma planctonica e biofilme.

4. Investigar o efeito das hidrazonas sobre o teor de ergosterol total e
permeabilidade da membrana plasmética em H. capsulatum.

5. Investigar o efeito das hidrazonas sobre a taxa de morte intracelular de
H. capsulatum mediada por macrofagos.

7. Determinar o potencial antifungico, in vitro das drogas antituberculose
isoniazida e etionamida isoladas e em combinacdo com os derivados azdlicos contra cepas do
Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii nas formas planctdnica e biofilme.

6. Investigar o efeito das drogas isoniazida e etionamida sobre o teor de ergosterol

total e integridade da membrana plasmatica em isolados de Cryptococcus spp.
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5 MATERIAS E METODOS

51 MICRO-ORGANISMOS UTILIZADOS

As cepas de H. capsulatum estocadas em solucgéo salina 0,9% foram recuperadas
mediante semeadura em &gar batata dextrose (Difco, Detroit, EUA) e &gar infusdo de cérebro-
coracdo — BHI (Himedia, India). A identificacdo de cada cepa foi confirmada atraves da
analise das caracteristicas morfologicas. Para avaliagdo macroscdpica, as cepas foram
repicadas em ambos os meios, levando em consideragéo relevo, textura e pigmentacdo das
colénias, ap6s sete a dez dias de incubacdo em temperatura de 28°C. A analise
micromorfoldgica foi realizada através da observacdo, em microscépio Optico, de fragmentos
de colbnia com no minimo sete dias de incubagdo, montados entre ldmina e laminula com
lactofenol azul-algoddo. As culturas positivas para H. capsulatum foram confirmadas pela
presenca de macroconidios tuberculados ou mamilonados e hifas hialinas finas
(KAUFFMAN, 2009).

Em seguida, a conversdo das cepas de H. capsulatum para a forma leveduriforme
foi realizada por meio de repiques semanais das culturas miceliais em agar Sabouraud
dextrose (Himedia, India) ou agar BHI suplementado com 10% de sangue de carneiro e
incubadas a uma temperatura de 35 °C, durante 30 a 45 dias a depender das caracteristicas de
cada cepa (RIBEIRO, 2012). A micromorfologia de cada cepa foi analisada atraves da
observacdo, em microscépio optico, de fragmentos de coldénia com no minimo sete dias de
incubacdo, montados entre lamina e laminula com lactofenol azul-algodéo, a fim de verificar
a presenca de células ovais uninucleadas. A converséao foi considerada completa quando todos
0s campos da lamina examinados possuiam células de aspecto de leveduras. Para o
desenvolvimento desta pesquisa, foram utilizadas 25 cepas de H. capsulatum, sendo 23
isolados humanos e duas cepas de origem animal. Os isolados humanos eram provenientes de
trés tipos de amostras: aspirado de medula 6ssea, creme leucocitario e biopsia. Todas as
culturas de H. capsulatum foram manipuladas em laboratorio de nivel de biosseguranca 3, em
cabine de seguranca bioldgica classe Il - B2. As culturas miceliais e leveduriformes foram
empregadas na preparacdo dos indculos para a realizacdo de todos 0s testes desta pesquisa.

As cepas de origem ambiental e clinica de Cryptococcus spp. em estoque em
solucdo salina 0,9% foram recuperadas mediante semeadura em agar batata dextrose, e em
seguida submetidas a exame microscépico direto com tinta da China para a visualizagdo de

leveduras capsuladas. A identificacdo foi confirmada com provas bioquimicas da cultura
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fungica como a utilizagdo de ureia em meio de Christensen’s, meio de Canavanina-Glicina-
Azul de Bromotimol (CGB) e assimilagdo de carboidratos (DE HOOG et al., 2000;
CORDEIRO et al., 2011c). Todas as cepas desta pesquisa pertencem a Colecdo de Culturas do
Centro Especializado em Micologia Médica — CEMM da Universidade Federal do Ceara.

5.2  SINTESE DOS ANALOGOS DA DROGA ANTITUBERCULOSE ISONIAZIDA

A sintese dos analogos da isoniazida foi realizada a partir da reacdo entre a droga
isoniazida e diferentes cetonas, conforme metodologia descrita por Ili¢ et al. (2010) com
modificacOes, pelo método de Preparacdo de Bases de Schiff. Os compostos foram preparados
a partir da mistura de 0,003 mol de cada cetona (uma cetona por reacéo) a 0,006 mol da droga
isoniazida dissolvidos em 5,0 mL de etanol. Essa mistura foi selada em um reator de ago inox,
revestido de Teflon e submetida a radiacdo de micro-ondas na poténcia de 300 W por 4 a 5
minutos. O processo de purificacdo foi realizado através da solubilizacdo das impurezas em
alcool etilico e alcool metilico a temperatura ambiente, apos sucessivas lavagens alternadas de
centrifugacdo. Em seguida, as hidrazonas obtidas permaneceram a temperatura ambiente
durante 24 a 72 h até completa evaporacio dos solventes (ILIC et al., 2010).

O controle das reacdes foi realizado através da cromatografia em camada delgada
(CCD) empregando gel de silica 60 (® 63-200 pm) da Carlo Erba e cromatofolhas de plastico
de gel de silica 60 F254 (Merck, Germany). As revelacGes das substancias foram realizadas
através da exposicao a irradiacdo ultravioleta (UV) e por aspersdo em 0,5 mol/L de solucédo
acida de vanilina (Sigma-Aldrich, Germany) seguida por aquecimento (VASCONCELOS et
al., 2009). As cetonas utilizadas nas reacdes foram: acetofenona e seus derivados como 2-
metoxiacetofenona, 3-metoxiacetofenona, 2-nitroacetofenona, 3-metilacetofenona, 4-
bromoacetofenona, 4-cloroacetofenona e 4-fenilacetofenona (Sigma-Aldrich, Germany).

As estruturas quimicas das hidrazonas obtidas foram confirmadas pelo método de
espectrometria de massa de alta resolucdo (EMAR) e ressonancia magnética nuclear (RMN)
de hidrogénio e carbono-13, obtidos em espectrometro Bruker, modelo Avance DRX-500
(CENAUREMN-UFC), que opera na frequéncia de 300 MHz para hidrogénio (1H) e 75 MHz
para carbono-13 (13C), usando como solvente DMSO-d6 (AZARIFAR; GHASEMNEJAD,
2003; VASCONCELOS et al., 2009). As reacBes foram conduzidas no Laboratério de
Biotecnologia e Sintese Organica (LABS) do Departamento de Quimica Orgéanica e
Inorgénica da Universidade Federal do Ceard, sob orientacdo do Prof. Dr. Jair Mafezoli e a

Profa. Dra. Maria da Conceicdo Ferreira de Oliveira.
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5.3 EFEITO CITOTOXICO DAS HIDRAZONAS SOBRE CELULAS HUMANAS

Para a analise de citotoxicidade foi utilizada 0 método do MTT {brometo de [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio]} (Sigma-Aldrich, Germany), realizado pelo
programa de screening do National Cancer Institute - NCI dos Estados Unidos (SKEHAN et
al., 1990). Para tanto foram utilizadas trés linhagens de células: NCIH358M (pulméo -
humano), PC-3M (prostata - humano) e OVACAR-8 (ovario - humano) que foram
gentilmente cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio
RPMI 1640, suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1 % de antibidticos. Todas as
linhagens celulares foram plagueadas na concentracéo de 0,1 x 10° céls/mL. As placas foram
incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO2 a 37°C. Ao término da incubagdo, as mesmas
foram centrifugadas e o sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados 0,03 mL da
solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por quatro horas. A
absorbancia foi lida apos dissolucdo do precipitado com 0,15 mL de DMSO puro em
espectrofotometro de placa a 595 nm. As amostras dos andlogos foram diluidas em DMSO
puro estéril. As substancias foram testadas na maior concentracdo de 250 pg/mL (MOKOKA
et al., 2013). Os procedimentos foram realizados no Laboratorio de Oncologia Experimental
(LOE) da Universidade Federal do Ceard, pela aluna de doutorado Ana Jérsia Aradjo sob

orientacdo da Profa. Dra. Leticia Veras Lotufo.

5.4  AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO

A atividade antifungica in vitro foi determinada em ensaio de microdiluicdo em
caldo, de acordo com o protocolo descrito no documento M27-A3 padronizado pelo CLSI,
levando em consideracao a espécie fungica testada (CLSI, 2008). Os analogos quimicos da
isoniazida foram testados frente a cepas de H. capsulatum var. capsulatum (NAKAI et al.,
2003) na forma leveduriforme e filamentosa; e as drogas antituberculoses isoniazida e
etionamida frente as espécies do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii (CORDEIRO
et al., 2012).

Para a confeccdo dos indculos fungicos, foram preparadas suspensdes a partir de
culturas mantidas em agar BHI suplementando com 10% de sangue de carneiro e agar BHI,
respectivamente, para H. capsulatum nas fases leveduriforme e filamentosa; e agar batata para
as demais espécies, respeitando o tempo de crescimento de cada uma delas. Para tanto, as

culturas foram cobertas com um mL de salina estéril e, com auxilio de uma alca
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microbioldgica, foram realizadas leves raspagens na superficie do micélio, a fim de obter uma
suspensdo livre de fragmentos de meio de cultura. As suspensdes foram transferidas para
tubos de ensaio estéreis contendo 4 mL de solucdo salina 0,9% e, em seguida, submetidas a
agitacdo em vortex por 5 segundos. As suspensdes foram deixadas em repouso por 5 minutos
até que todos os fragmentos fossem depositados no fundo do tubo. O sobrenadante foi lido em
espectrofotometro a 530 nm e a sua transmitancia ajustada para 95%; alternativamente a
suspensdo foi ajustada com solucédo salina até se alcancar uma turbidez equivalente ao padrdo
0,5 da escala de Mcfarland (CLSI, 2008).

As hidrazonas sintetizadas foram dissolvidas em dimetilsulféxido 100% em
cabine de seguranca biol6gica em concentracfes até 100 vezes maior que o valor utilizado nos
testes. O material foi homogeneizado até completa dissolucdo da droga e, em seguida, filtrado
em membranas de milipore 0,22 pum, transferido para microtubos estéreis e mantido a -20°C
até a analise.

Os farmacos antifungicos utilizados para a realizacdo dos testes de sensibilidade
anfotericina B — AMB (Sigma Chemical Corporation, EUA) e itraconazol — ITC (Janssen
Pharmaceutica, Belgium) foram preparados em DMSO 100% enquanto fluconazol — FLC
(Merck Sharp & Dohme, Brazil) foi dissolvido em agua destilada estéril. Em seguida todas as
solugdes das drogas utilizadas no estudo foram diluidas em RPMI 1640 (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, EUA) e estocadas a -20°C até analise.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) para cada hidrazona sintetizada e droga
antituberculose foi determinada como a menor concentracdo que causa reducdo de 80% no
crescimento fungico, quando comparado aquele do tubo-controle livre da droga (CORDEIRO
et al., 2006). A concentracdo inibitoria minima da AMB foi tida como a menor concentragédo
capaz de impedir 100% do crescimento fangico para as espécies estudadas. Para os derivados
azolicos, a CIM foi determinada como a menor concentracao da droga capaz de inibir 80% do
crescimento de fangico para as cepas de H. capsulatum var. capsulatum e 50% para as
espécies do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii, comparado ao tubo-controle livre
da droga (CLSI, 2008).

A concentracdo fungicida minima (CFM) das hidrazonas avaliadas isoladamente
foi determinada por meio da remocdo de 0,1 ml do contetdo de todos os tubos que nédo
apresentavam crescimento visivel, ou seja, os tubos contendo concentracfes superiores a
CIM. As amostras foram semeadas em agar batata dextrose e incubadas a 35°C por 15 dias.

Os valores da CFM foram definidos como a menor concentragdo que ndo permitiu o
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crescimento de colbnias visiveis, 0 que representa a morte de > 97% do in6culo inicial (LI et
al., 2000).

A interacdo entre as drogas foi analisada através do céalculo do indice da
concentracdo inibitoria fracionaria (FICI), segundo Odds (2003). O indice FICI é definido
como a soma dos indices de Concentracdo Inibitéria Fracionada (FIC) para cada droga. O
indice FIC corresponde a relacdo entre o CIM de cada droga combinada e o CIM da mesma
droga testada isoladamente. Desta forma, sendo considerados 0s seguintes parametros: FICI <
0,5: Sinergismo; FICI > 4,0: Antagonismo;0,5 < FICI > 4,0: Sem interacdo. Todas as leituras
foram visualmente feitas em duplicata. A leitura foi realizada ap6s cinco e sete dias de
incubacdo para H. capsulatum para as cepas nas formas leveduriforme e filamentosa
respectivamente (WHEAT et al., 2001); e dois dias para Cryptococcus spp. (COSTA et al.,
2010), em temperatura de 35°C.

55 DETERMINACAO DO EFEITO IN VITRO DAS HIDRAZONAS E DAS
DROGAS ANTITUBERCULOSE SOBRE O TEOR DE ERGOSTEROL CELULAR
NA FASE PLANCTONICA DE H. capsulatum e Cryptococcus spp.

As culturas fangicas de H. capsulatum na forma leveduriforme e Cryptococcus
spp. foram incubadas em meio RPMI a 35°C, levando em consideracao o tempo de incubacéo
de cada espécie para o teste de microdiluicdo em caldo, em contato com concentragcdes das
drogas-teste que correspondem as doses supra-CIM; CIM e sub-CIM de cada droga. Apos
esse periodo, 1 mL de cada suspensdo fungica, ajustada a escala padrdo 0,5 McFarland para
obter um inéculo de aproximadamente 1,0 a 50 x 10° células/mL, foi transferido para
microtubos, os quais foram centrifugados por trés minuto na velocidade de 9,660 x g, a fim de
se obter a formacdo de pelet. Em seguida o pelet foi ressuspenso em 0,5 mL de solucdo
alcoolica de KOH 20%. A suspensao foi incubada a 95°C por 1 hora. Apés a incubacdo, 0,6
mL de hexano foram adicionados aos microtubos e agitados em vortex por alguns segundos.
Em seguida, as solucdes foram centrifugadas novamente a velocidade de 13,416 x g por um
minuto. Toda a camada superior de hexano, que contém os esterois, foi removida e transferida
para microtubos estéreis. Em seguida, 0,6 mL de hexano foram adicionados e misturados. A
quantificacdo do ergosterol foi feita através da curva de absorcéo entre 295 nm, utilizando a
funcdo scanning do espectrofotdmetro. Como controle para os testes foram utilizada cepas de
H. capsulatum e Cryptococcus spp. cultivadas em meio RPMI contendo itraconazol. O

controle negativo foi formado pelas cepas crescendo em meio RPMI sem adigédo de
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antifungicos e/ou inibidores. Como controle para os testes foram ainda utilizado cepas de
Candida albicans cultivadas em meio RPMI contendo itraconazol e fluconazol, incubadas em
um periodo de 48 horas na temperatura de 35°C (MORAN et al., 2007). A curva de calibracéo
foi construida utilizando uma quantidade conhecida de ergosterol padrdo (Sigma, EUA).

5.6 DETERMINACAO DO EFEITO IN VITRO DAS HIDRAZONAS E DAS
DROGAS ANTITUBERCULOSE SOBRE A PERMEABILIDADE DA MEMBRANA
PLASMATICA NA FASE PLANCTONICA DE H. capsulatum e Cryptococcus spp.

A atividade antifngica in vitro para as cepas de H. capsulatum na forma
leveduriforme e Cryptococcus spp. foi determinada previamente pelo ensaio de microdiluicdo
em caldo (CLSI, 2008). Foram incluidos como controle de qualidade do ensaio pocos
contendo: micro-organismos em contato com anfotericina B para cada cepa e micro-
organismos em meio RPMI. A incubagéo foi realizada conforme teste de sensibilidade como
descrito anteriormente.

ApoOs este periodo 0s pocos que correspondem a concentracao inibitéria minima
(CIM); concentracfes subinibitorias (CIM/2) dos compostos-teste e os controles foram
utilizados para os experimentos de analise da permeabilidade da membrana. Cerca de 1,0 mL
de cada suspensdo fangica, ajustada a escala padrdo 0,5 McFarland para se obter um inéculo
de aproximadamente 1,0 a 5,0 x 10° células/mL foi transferido para microtubos estéreis, 0s
quais foram centrifugados por 15 minutos em temperatura ambiente na velocidade de 13.400
X g. Em seguida, o sobrenadante obtido de cada suspensao fungica foi diluido na proporc¢éo de
1:10 em agua destilada estéril para a realizacdo da leitura em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 260 e 280 nm para a analise da presenca de acidos nucleicos e

proteinas respectivamente (DEVI et al., 2010).

5.7 CARACTERIZACAO DO EFEITO IN VITRO DAS HIDRAZONAS SOBRE O
BIOFILME MADURO DE H. capsulatum

Para a montagem do biofilme maduro de H. capsulatum na fase leveduriforme
foram preparadas suspensdes em solucdo salina 0,9% a partir de culturas mantidas por sete
dias em agar BHI suplementando com 10% de sangue de carneiro na concentracdo de 2,4 a
5,5 x 10° células/mL. Em seguida, 0,05 mL da suspenséo fingica foram adicionados em cada

poco das placas de poliestireno (TPP®, Trasadingen, Suica) e incubadas a 35 °C durante sete



66

horas em agitador rotativo a 80 rpm, para a pré-adesdo das células. Apds esse periodo, 0s
sobrenadantes foram removidos e 0,2 mL de BHI caldo foram adicionados a cada pogo. As
placas foram novamente incubadas durante 72 h, sob agitacdo de 80 rpm a 35 °C, para adeséo
e maturacdo do biofilme. O ensaio foi baseado no protocolo descrito por Pitangui et al. (2012)
com modificagdes.

Subsequentemente apds a incubacdo o sobrenadante foi removido e 0s pocos
lavados com solucdo solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) para remover as células
ndo-aderentes. Em seguida, aliquotas de 0,2 mL das drogas antimicrobianas isoladas e em
combinacdo foram diluidas em meio BHI caldo e adicionadas em cada po¢o nas seguintes
concentragdes: hidrazona, 6,250 pg/mL a 97,6 pg/mL; AMB, 3,12 pug/mL a 0,048 pg/mL;
hidrazona, 780 pg/mL a 11,7 pg/mL mais AMB, 1,56 pg/mL a 0,023 pg/mL. As placas foram
novamente incubadas durante 72 h, sob agitacdo de 80 rpm a 35 °C. Apds incubacgéo, o
sobrenadante foi aspirado e uma aliquota de 0,1 mL de cristal violeta 0,3% foi adicionada em
cada poco. Apos 20 minutos em temperatura ambiente, a solu¢do do corante foi aspirada e 0s
pocos lavados com agua destilada estéril. Aos pocos foram entéo adicionados 0,2 mL de acido
acetico 33% e imediatamente transferida para uma nova placa, na qual foi realizada leitura em
espectrofotébmetro a 550 nm. Os testes foram conduzidos em duplicata e em todos 0s ensaios
pocos contendo apenas BHI caldo foram incluidos como controles negativos. O efeito da
hidrazona foi comparado ao da AMB, a qual é considerada um forte inibidor de biofilmes
fungicos. A viabilidade do biofilme foi monitorizada pela mudanca de cor da solucdo de

resazurina (0,1 mg/mL em meio RPMI ) apds incubacao a 37 ° C durante, pelo menos, 6 h.

58 CARACTERIZACAO DO EFEITO IN VITRO DAS DROGAS
ANTITUBERCULOSE ISONIAZIDA E ETIONAMIDA SOBRE O BIOFILME EM
FORMACAO E MADURO DE Cryptococcus spp.

Para o teste de inibicdo da formacdo de biofilme de Cryptococcus spp., as cepas
foram escolhidas aleatoriamente a partir do conjunto de amostras clinicas e ambientais
disponiveis. As culturas de Cryptococcus spp. foram cultivadas em Sabouraud dextrose caldo
durante 24 horas a 30 °C em agitador rotativo a 150 rpm. ApGs este periodo, a suspensdo de
células fangicas foram recolhidas por centrifugacdo, lavadas com PBS, e resuspendidas em
meio RPMI 1640 para se obter uma concentracdo de 10" células/mL. Em seguida, 0,1 mL da
suspensdo fungica foram adicionados a cada poco acrescido de 0,1 mL de cada

antimicrobiano em duas concentracdes diferentes (LOXCIM e 50xCIM). Apds a incubacdo a
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37 °C durante 48 h sem agitacdo, os pocos contendo biofilme de Cryptococcus spp. foram
lavados com PBS acrescido de Tween 20 0,05% (TBS) para remover as células ndo aderentes.
O sobrenadante foi aspirado e 0,1 mL de solucéo cristal violeta 0,3% foram adicionados a
cada pogo. Apo6s 20 minutos em temperatura ambiente, a solu¢do corante foi aspirada e 0s
pocos lavados com agua destilada estéril. Em seguida, foram adicionados 0,2 mL de &cido
acético 33% em cada poco e imediatamente a mistura foi aspirada e transferida para uma nova
placa e entdo lida em espectrofotdmetro a 550 nm. Os testes foram conduzidos em duplicata e
em todos 0s ensaios, pocos contendo apenas meio de cultura foram incluidos como controles
negativos. O efeito das drogas foi comparado ao da AMB, a qual é considerada um forte
inibidor de biofilmes fungicos. A viabilidade do biofilme foi monitorizada pela mudanca de
cor da solucdo de resazurina (0,1 mg/mL em meio RPMI) ap6s incubacdo a 37 °C durante,
pelo menos, 6 horas (MARTINEZ et al., 2010; CORDEIRO et al., 2012).

Ademais, foi avaliada a capacidade de INH e ETH em inibir o crescimento do
biofilme maduro de Cryptococcus formado por 48 h, como descrito acima. Apos este periodo
de maturacdo, a camada de células fungicas que permaneceu aderida a superficie de plastico
foram considerados biofilme maduro. Em seguida, ao biofilme viavel foram adicionados 0,2
mL de solucdo contendo meio de cultura e as drogas antimicrobianas-teste nas seguintes
concentracdes: 10xCIM e 50xCIM. As placas foram novamente incubadas a 37 °C durante 48
h, e apds esse periodo tratadas como mencionadas anteriormente. Os controles de crescimento
fungico foram cultivados em meio RPMI 1640 sem antibidticos. A viabilidade do biofilme foi
monitorizada pela mudanca de cor da solugdo de resazurina (0,1 mg / mL em meio RPMI
1640), apds incubacdo a 37 °C durante no minimo 6 horas. Todos os testes foram realizados
em duplicada (MARTINEZ et al., 2010; CORDEIRO et al., 2012).

59 CARACTERIZACAO DO EFEITO DAS HIDRAZONAS ASSOCIADAS COM
AMB SOBRE A TAXA DE MORTE INTRACELULAR MEDIADA POR
MACROFAGOS

Os macréfagos peritoneais (PM¢) foram obtidos a partir de camundongos fémeas
BALB/c, nas quais foram injetados intraperitonealmente 1,0 mL de tioglicolato 3% estéril.
Apo6s 72 horas, os animais foram sacrificados. PM¢ foram adquiridos por lavagem da
cavidade peritonial com 10 mL de RPMI 1640 (gelado) contendo heparina (10 U/mL). PMe
foram centrifugados a 1.500 rpm durante 10 minutos a 4 °C, e o sedimento foi suspenso em

meio RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino,
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2-mercaptoetanol, 2 mM de glutamina e 0,2 mL de penicilina (100 U/mL)/estreptomicina.
Todos os PMg foram plaqueadas a 1x10° células/poco em placa de 96 pocos e incubados
durante 24 horas a 37 °C e 5% de CO,. Apds incubacdo, as células ndo aderentes foram
removidas por lavagem com meio RPMI 1640, e as placas foram mantidas durante 24 horas a
37 °C numa incubadora de CO, a 5%. Apds a remocdo do meio sobrejacente por aspiracao,
0,2 mL da suspenséo de celulas de H. capsulatum na fase leveduriforme em meio RPMI 1640
(0,5 x 10° - 2,5 x 10* UFC/mL) foi adicionada & superficie de cada monocamada. As
monocamadas de células foram entdo incubadas durante 2 horas a 37 °C numa atmosfera
contendo 5% de CO,, a fim de permitir a fagocitose das leveduras. Em seguida, o0 meio foi
removido por aspiragdo e as monocamadas celulares foram lavadas com RPMI. Apds a
lavagem, as drogas foram adicionadas aos po¢os nas seguintes concentracées: hidrazona, 62,5
pg/mL; AMB, 0,5 pg/mL; hidrazona + AMB, 3,9 pg/mL + 0,0078 pg/mL. Apos incubacéo a
37 °C em atmosfera contendo CO; a 5% durante 24 e 48 h, 0 meio foi removido de cada po¢o
por aspiracdo e as células infectadas foram lisadas com agua destilada estéril, as células de H.
capsulatum livres foram plaqueadas em agar BHI (BD Diagnostic, USA) suplementado com
10% de sangue de carneiro. As placas foram incubadas a 35 °C durante duas semanas. O
namero de células de levedura viaveis em cada amostra foi determinado usando o método
padrdo de contagem em placa, para a obtencdo de unidades formadoras de colbnia por
mililitro (UFC/mL). Todos os procedimentos foram realizados em duplicata (BALTCH et al.,
2008).

510 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos neste trabalho para os testes de sensibilidade antimicrobiana
foram avaliados estatisticamente pela Analise de Variancia simples (One-way ANOVA) e
poOs-teste de comparacdo multipla de Tukey. As diferencas entre os tratamentos foram
avaliados por meio do teste de significancia T de Wilcoxon. Valores de p <0,05 foram
considerados significativos. As analises estatisticas foram realizadas com o GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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6 RESULTADOS

6.1 SINTESE DOS ANALOGOS DA DROGA ANTITUBERCULOSE ISONIAZIDA

Foram sintetizados nove derivados da droga isoniazida com rendimentos que
variaram entre 11,2 a 82,1%. Todas as hidrazonas obtidas encontram-se registradas na
literatura e tiveram suas identidades estruturais elucidadas através da aplicacdo de métodos
espectroscopicos, tais como espectrometria de massa de alta resolucdo (EMAR) e ressonancia
magnética nuclear (RMN) de H' e C™. A confirmacéo das estruturas foi realizada com base
na analise dos graficos dos espectros e a comparagdo com dados descritos na literatura. Os
espectros de EMAR e RMN de hidrogénio e carbono-13 foram consistentes com as estruturas
propostas. As bases de Schiff, R,C = NR sdo produtos da condensacdo de substancias

carbonilicas (cetonas) reagindo com uma amina primaria, como a isoniazida.

6.2 EFEITO CITOTOXICO DAS HIDRAZONAS SOBRE CELULAS HUMANAS

A atividade citotoxica das amostras esta apresentada na tabela 1, com seus
respectivos valores de Concentracdo Inibitéria Média - Clsp. Nenhuma das amostras testadas

apresentou potencial citotoxico.

Tabela 1: Valores de Concentragdo Inibitéria Média (Clsp) com um intervalo de confianga de 95% obtido por
regressdo ndo-linear a partir de dois experimentos independentes, feitos em duplicata em trés linhagens tumorais

humanas testadas na dose maxima de 250 pg/mL.

MTT CI 50 (ug/mL)

Hidrazonas NCIH358M PC-3M OVCAR-8

N'-(1-feniletilideno)isonicotinohidrazide > 250 > 250 > 250
N'-(1-(2-metoxifenil)etilideno)isonicotinohidrazide > 250 > 250 > 250
N'-(1-(3-metoxifenil)etilideno)isonicotinohidrazide > 250 > 250 > 250
N'-(1-(4-clorofenil)etilideno)isonicotinohidrazide > 250 > 250 > 250
N'-(1-(2-nitrofenil)-etilideno)isonicotinohidrazide > 250 > 250 > 250
N'-(1-m-tolileilidene)isonicotinohidrazide > 250 > 250 > 250
N'-(1-(4-nitrofenil)-etilideno)isonicotinohidrazide > 250 > 250 > 250
N'-(1-(4-bromofenil)-etilideno)isonicotinohidrazide > 250 > 250 > 250
N'-(1,2-dipheniletilidene)-2-isonicotinohidrazide > 250 > 250 > 250

NCIH358M: pulmao; PC-3M: prostata; OVACAR-8: ovario.
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6.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO

Todas as hidrazonas sintetizadas tiveram suas atividades bioldgicas testadas
contra cinco cepas de H. capsulatum na fase leveduriforme e filamentosa. Os resultados foram
expressos em termos de concentracdo inibitoria minima (CIM) em pg/mL. Na Tabela 2
encontram-se as foérmulas e massas moleculares dos compostos sintetizados com suas
nomenclaturas, as respectivas cetonas utilizadas para a sintese e os intervalos de CIM obtidos
para cada hidrazona. Os resultados obtidos frente as cepas de H. capsulatum demonstraram
que todos os compostos foram capazes de inibir o crescimento fangico in vitro, podendo ser
considerados substancias promissoras na descoberta de novos farmacos. As hidrazonas
apresentaram valores de CIM que variaram entre 7,8 a 2.000 pg/mL. No entanto, alguns
compostos apresentaram acdo eficaz apenas em concentracoes elevadas. Os menores valores
de CIM foram encontrados para o derivado da acetofenona: N'-(1-feniletilideno)
isonicotinohidrazide — [N'-(1-fenil)] para ambas as formas de H. capsulatum, por esta razdo,
esta droga foi escolhida para as posteriores experimentacoes.

Os intervalos de CIM para N'-(1-fenil) variaram entre 31,2 a 250 pg/mL e 7,8 a
250 pg/mL para as formas leveduriforme e filamentosa, respectivamente. Os valores de CFM
variaram entre 62,5 a 500 pg/mL para a forma leveduriforme e 15,6 a 1.000 pg/mL para a
forma filamentosa (Tabela 3). Ndo foram detectadas diferencas significativas entre os valores
de CIM (p=0,1808) e CFM (p=0,558) para ambas as fases. O composto N'-(1-fenil) também
apresentou interacdo sinérgica relevante com a droga antifingica AMB contra H. capsulatum
em ambas as fases. A hidrazona N'-(1-fenil) em combinacdo com AMB mostrou sinergismo
contra 14 das 18 cepas de H. capsulatum na forma filamentosa, com valores de FICI que
variaram entre 0,009-0,78. Para a fase leveduriforme, a combinacdo de drogas mostrou
valores de FICI que variaram entre 0,04-0,56. Apenas uma cepa (05-04-015) mostrou FICI
maior do que 0,5 (Tabela 4).

Os valores de CIM das drogas antituberculose e antifingicas para as cepas de
Cryptococcus na forma planctdnica, de origem ambiental e clinica e as cepas de referéncia
(utilizadas como controle nesta experiéncia) estdo representados na Tabela 5. As drogas
antituberculose apresentaram em efeito inibitério in vitro contra todas as cepas testadas.
Quanto aos antifungicos, os valores de CIM para C. parapsilosis ATCC 22019 foram: 0,5
pg/mL para a AMB e 2 pg/ml para o FLC.

Em seguida, 14 cepas de C. neoformans (n = 7) e C gattii (n = 7) foram avaliadas

quanto as interacOes sinérgicas entre as drogas antituberculose (INH e ETH) e os derivados
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azolicos (FLC e ITC). Sinergismo foi observado em todas as condi¢Oes testadas.

Antagonismo ndo foi verificado em qualquer um dos casos. A Tabela 6 apresenta 0s

intervalos de CIM obtidos e os valores FICI para ambas as espécies.

Tabela 2 - Identificacdo das hidrazonas sintetizadas de acordo com as cetonas utilizadas nas rea¢des de sintese; valores de

CIM para cada composto frente a cinco cepas de H. capsulatum na fase leveduriforme e filamentosa.

Intervalo CIM (ug/mL)

Cetona Utilizada Composto Hidrazona I\iglrgglljll:r )
Levedura Filamentoso
Acetofenona N'-(1-feniletilideno)isonicotinohidrazide CuH13N30 7,8 -250 15,6 - 250
2' - Metoxiacetofenona N'-(1-(2-metoxifenil)etilideno)isonicotinohidrazide CisH1sN3z0, 62,5 - 125 1000 - 2000
3' - Metoxiacetofenona N'-(1-(3-metoxifenil)etilideno)isonicotinohidrazide CisH15N30; 31,25 -125 2000
4’-cloroacetofenona N'-(1-(4-clorofenil)etilideno)isonicotinohidrazide C1H1,CIN;O 125 125 - 500
2' — Nitroacetofenona N'-(1-(2-nitrofenil)-etilideno)isonicotinohidrazide CuH1oN4O3 31,25-125 250 - 500
3' - Metilacetofenona N'-(1-m-tolileilidene)isonicotinohidrazide CysH15sN30 62,5 - 250 250 - 500
4' — Nitroacetofenona N'-(1-(4-nitrofenil)-etilideno)isonicotinohidrazide CuHoN4O3 62,5 - 250 250 - 500
4’-bromoacetofenona N'-(1-(4-bromofenil)-etilideno)isonicotinohidrazide C1H1,BrN;O 62,5-125 125 - 500
2' — fenilcetofenona N'-(1,2-dipheniletilidene)-2-isonicotinohidrazide CyoH17N3O 62,5 - 250 1000 - 2000
Isoniazida - 120 - 240 150 - 370
- 0,0156 — 0,25 0,0625 - 0,25

Amphotericin B




Tabela 3 - Concentragdo inibitéria minima (CIM) e Concentragdo fungicida minima (CFM) dos
analogos quimicos da isoniazida (ug/mL) frente acinco cepas de H. capsulatum na fase

leveduriforme e filamentosa.

CIM (pg/mL) CFM (ug/mL)
Cepas Levedura  Filamentoso Levedura Filamentoso
03-02-090 125 125 500 250
03-03-035 15,6 31,2 31,2 62,5
03-06-059 31,2 250 62,5 500
05-01-097 125 62,5 250 250
05-02-021 62,5 62,5 500 62,5
05-02-034 62,5 125 500 500
05-02-035 7,8 31,2 15,6 62,5
05-02-037 31,2 62,5 62,5 125
05-02-042 31,2 31,2 62,5 250
05-02-053 62,5 125 500 500
05-02-074 62,5 62,5 500 250
05-02-087 62,5 62,5 250 250
05-02-088 250 125 1000 500
05-04-015 62,5 31,2 250 62,5
05-04-028 31,2 62,5 62,5 125

05-05-011 31,2 125 62,5 500
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Tabela 4 - Atividade sinérgica in vitro de N'-(1-feniletilideno)isonicotinohidrazide [N'-(1-fenil)], combinada com anfotericina

B (AMB) contra Histoplasma capsulatum na formas leveduriforme (L) e filamentosa (F) (n = 24).

CIM pg/mL (droga isolada)

CIM pg/mL (droga

combinada) FICI

Cepas N'-(1-fenil) AMB N'-(1-fenil) AMB

L F L F L F L F L F
03-02-090 125 125 05 05 39 39 00078 00019 0,046 0,035
03-03-035 156 312 05 05 39 10 00078 00009 0,265 0,034
03-03-054 - 125 - 05 - 39 - 00019 - 0035
03-03-055 625 - 0125 - 78 - 00156 - 02496 -
03-06-059 312 - 0125 - 78 - 00156 - 03744 -
05-01-096 - 825 - 05 - 468 - 00019 - 0,753
05-01-097 - 625 - 025 - 468 - 00019 - 0752
05-02-018 - 312 - 0032 - 10 - 00009 - 0,063
05-02-021 625 - 10 - 39 - 00078 - 00702 -
05-02-034 625 312 05 05 39 10 00078 00009 0,078 0,034
05-02-035 - 312 - 0125 - 10 - 00009 - 0,039
05-02-042 - 312 - 00312 - 234 - 00009 - 0,782
05-02-053 625 - 05 - 78 - 0015 - 0156 -
05-02-074 625 - 05 - 78 - 00156 - 015 -
05-02-084 156 625 05 00312 1,95 234 00039 00009 0,132 0,406
05-02-085 - 825 - 05 - 468 - 00019 - 0,753
05-02-086 - 825 - 05 - 234 - 00009 - 0,376
05-02-087 625 625 10 10 39 39 000781 0,0019 0,070 0,064
05-02-088 250 125 05 05 7,8 234 00156 0,009 0,062 0,189
05-02-091 - 125 - 1,0 - 234 - 00009 - 0,188
05-03-040 - 125 - 05 - 10 - 00009 - 0,009
05-04-015 625 312 00156 10 39 39 078 00019 0,563 0,126
05-04-028 - 625 - 05 - 10 - 00009 - 0,017
05-05-011 312 - 05 - 78 - 00156 - 072808 -
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Tabela 5 - Concentracao inibitoria minima (CIM) de in vitro de cepas de Cryptococcus spp. na forma planctdnica,

de origem ambiental e clinica e cepas de referéncia para as drogas antituberculoses e antifungicas.

_ . . CIM pg/mL
Cepas Espécies Sorotipo  Fonte de isolamento INH ETH ITC _FLC AMB
03-02-062 C. gattii B Humana 1,500 390 0.5 128 0.5
03-02-069 C. gattii B Humana 750 780 0.25 8.0 1.0
03-02-070 C. gattii B Humana 375 97 0.125 32 0.5
03-02-071 C. gattii B Humana 750 195 0.5 64 1.0
03-02-073 C. gattii B Humana 1,500 390 0.5 128 2.0
03-02-074 C. gattii B Ambiental 750 390 1.0 64 1.0
03-02-079 C. gattii B Ambiental 750 390 1.0 64 0.5
05-03-029 C. gattii B Humana 750 390 0.25 64 0.5
05-03-031 C. gattii B Humana 750 780 0.5 64 0.5
05-03-032 C. gattii B Humana 750 780 0.5 64 0.5
05-03-033 C. gattii B Humana 750 390 0.5 32 0.5
05-03-037 C. gattii B Humana 1,500 390 0.5 64 0.25
05-02-023  C. neo var. neo A Humana 93.7 97.6 0.125 4.0 0.125
03-02-057  C. neoformans A Humana 750 390 0.5 64 1.0
03-02-060  C. neoformans A Ambiental 750 390 1.0 16 0.25
03-02-063  C. neoformans A Ambiental 1,500 390 0.5 32 0.125
03-02-064  C. neoformans A Ambiental 750 195 0.5 2.0 0.25
03-02-066  C. neoformans A Ambiental 1,500 780 0.25 8.0 0.25
03-02-067  C. neoformans A Ambiental 1,500 390 0.5 32 1.0
03-02-068  C. neoformans A Humana 1,500 390 0.5 64 1.0
03-02-072  C. neoformans A Humana 1,500 390 0.25 64 0.5
03-02-078  C. neoformans A Ambiental 1,500 390 0.5 8.0 0.125
03-02-080  C. neoformans A Ambiental 1,500 390 0.5 8.0 0.25
03-06-021  C. neoformans A Humana 1,500 780 0.5 2.0 NT
05-01-044  C. neoformans A Humana 750 780 0.125 2.0 NT
05-01-050 C. neoformans A Humana 750 390 1.0 128 NT
05-01-080  C. neoformans A Ambiental 375 195 1.0 8.0 0.25
05-01-084  C. neoformans A Humana 375 390 1.0 128 1.0
05-01-088  C. neoformans A Ambiental 187 780 1.0 8.0 1.0
Cepas de referencia Espécies Sorotipo INH ETH ITC FLC AMB
WM 148 C. neoformans A 750 390 0.25 8.0 0.25
WM 626 C. neoformans A 375 390 0.5 8.0 0.5
WM 628 C. neoformans AD 750 780 0.5 8.0 0.125
WM 629 C. neoformans D 187 390 0.25 8.0 0.25
WM 179 C. gatti B 750 780 0.25 32 1.0
WM 178 C. gatti B 750 780 1.0 64 0.5
WM 175 C. gatti B 750 780 0.5 32 0.5
WM 779 C. gatti C 750 390 1.0 64 1.0

INH: isoniazida; ETH: etionamida; ITC: itraconazol; FLC: fluconazol; AMB: anfotericina B.
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Tabela 6 - InteragOes sinérgicas in vitro entre as drogas antituberculoses isoniazida (INH) e etionamida (ETH) combinada com os

derivados azélicos itraconazol (ITC) e fluconazol (FLC) contra C. neoformans e C. gattii na forma plancténica.

Intervalo CIM (pg/mL)

Intervalo CIM (pg/mL)

Espécies (n) FICI Resultado (n) FICI Resultado (n)
INH ITC INH FLC
C. neoformans 0,07-0,5 Sinergismo (6) 05 Sinergismo (6)
23-375 0,0078 — 0,125 375-750 2,0-16
™ 0,75 Indiferente (1) 2.0 Indifferent (1)
0,09-0,5 Sinergismo (6) 0.06 -0.5  Sinergismo (5)
C. gattii (7) 46 - 375 0,03-0,125 46 - 375 4,0-32
2,0 Indiferente (1) 0,56-2.0 Indifferent (2)
ETH ITC FICI Resultado (n) ETH FLC FICI Resultado (n)
C. neoformans 0,03-05 Sinergismo (6) 05 Sinergismo (6)
3,0-195  0,0078 -0,125 48,7-97,5 2,0-16
U] 1,0 Indiferente (1) 1,0 Indiferente (1)
0,08 -0,5 Sinergismo (6) 0,04-0,5  Sinergismo (7)
C. gattii (7) 24 -195 0,03-0,25 12 -48,7 2,0-16
1,0 Indiferente (1) - Indiferente (0)

6.4

DETERMINACAO DO EFEITO IN VITRO DAS HIDRAZONAS E DAS

DROGAS ANTITUBERCULOSE SOBRE O TEOR DE ERGOSTEROL CELULAR
NA FASE PLANCTONICA DE H. capsulatum e Cryptococcus spp.

O teor de ergosterol total foi determinado para cada cepa cultivada em diferentes
concentracdes das drogas em estudo (2xCIM), (CIM) e (CIM/2). Foi observada uma reducao
significativa no teor de ergosterol, apds determinado tempo de incubacdo de acordo com a
espécie fangica, a medida que se aumentava a concentracdo de cada droga. Todavia, quando
H. capsulatum na forma planctonica foram expostos a concentrac@es inibitorias (CIM) e
subinibitorias (CIM/2) de N'-(1-fenil), ndo se observou uma reducao significativa do teor de
ergosterol em comparacdo com o controle positivo - crescimento fangico livre de droga. ITC
foi utilizado como controle de qualidade para as todas as cepas testadas, observando-se uma
diminuicdo significativa na producdo de ergosterol nas concentragdes (2xCIM), (CIM) e
(CIM/2). Os dados para as cepas de H. capsulatum podem ser visualizados na figura 12 e para

Cryptococcus spp. na figura 13.
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Figura 12 - Conteldo total de ergosterol em cepas de H. capsulatum na fase leveduriforme cultivadas em meio RPMI
sem antimicrobianos como controle (C) ou suplementado com N'-(1-fenil) ou itraconazol (ITC) em concentracdes
equivalentes a 2xCIM , CIM e CIM/2. Os experimentos foram realizados em duplicata e os dados sdo expressos como
média + SEM (n = 8) . Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas em relagdo aos controles (p
<0,05).
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Figura 13 - Conteldo total de ergosterol em cepas de Cryptococcus spp. cultivadas em meio RPMI sem
antimicrobianos como controle (C) ou suplementado com isoniazida (INH), etionamida (ETH) e itraconazol (ITC)
em concentragOes equivalentes a CIM e CIM/2. Os experimentos foram realizados em duplicata e os dados sédo
expressos como média £SEM. Os (*) indicam diferencgas estatisticamente significativas em relacdo ao controle
(p<0,05) e (¥) indica diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao ITC (p < 0,05). A) conteldo de

ergosterol nas células de C. neoformans (n=7) e B) contelido de ergosterol nas células de C. gattii (n=7).
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6.5 DETERMINACAO DO EFEITO IN VITRO DAS HIDRAZONAS E DAS
DROGAS ANTITUBERCULOSE SOBRE A PERMEABILIDADE DA MEMBRANA
PLASMATICA NA FASE PLANCTONICA DE H. capsulatum e Cryptococcus spp.

Perda significativa de material intracelular foi observada apés tratamento de
células de H. capsulatum em contato com N'-(1-fenil) (Figura 14) e Cryptococcus spp. em
exposicdo as drogas antituberculose (Figura 15) em concentra¢es inibitérias (CIM) e
subinibitérias (CIM/2). A leitura do teor do sobrenadante das culturas em comprimentos de
onda de 260 e 280 nm apresentou valores de absorbancias sugerindo vazamento de acidos
nlcleicos e proteinas, respectivamente, a partir da célula. A droga anfotericina B nas
concentracdes CIM e CIM/2 ndo foram capazes de induzir o escoamento de material a partir

das células fungicas.

1.3+ 1.5=

[y
=
1
-
=
L

=

in
L

=

in
1

Absorbéincia 280 nm

Absorbéncia 260 nm

00 MM

T T T
Controle N'-(1-phenyl) INH AMB

T
INH AMB

Figura 14 - Absorbancias do contetdo extracelular de H. capsulatum apoés contato com N’-(1-fenil),
isoniazida (INH) e anfotericina B (AMB), testadas isoladamente. As cepas foram incubadas em meio RPMI
1640 sem antimicrobianos como controle e em concentra¢des equivalentes a CIM/2. Os experimentos
foram realizados em duplicata e os dados sdo expressos como média £SEM (n=6). Os asteriscos indicam
diferencas estatisticamente significativas em relagdo aos controles (p <0,05). Absorvancia do contetido

extracelular de H. capsulatum a A) 260 nm e B) 280 nm.
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Figura 15 — As cepas de Cryptococcus spp. foram incubadas em meio RPMI 1640, sem antimicrobianos como controle (C),

anfotericina B (AMB), isoniazida (INH) e etionamida (ETH) em concentracBes equivalentes ao CIM e CIM/2. Os

experimentos foram realizados em duplicata e os dados sdo expressos como média + SEM (n=7). Os (*) indicam diferencas

estatisticamente significativas em relacdo aos controles ( p < 0,05 ) Absorvancia de contetido extracelular de C. neoformans
A) a 260 nm, B) a 280 nm; Absorvancia de conteido extracelular de células C. gattii C) a 260 nm e D) a 280 nm.

6.6 CARACTERIZACAO DO EFEITO IN VITRO DAS HIDRAZONAS SOBRE O

BIOFILME MADURO DE H. capsulatum

A estrutura do biofilme maduro de H. capsulatum foi inibida indistintamente

cerca de 50% apds tratamento com N'-(1-fenil) em diferentes concentracdes (p<0,05):
100xCIM, 50xCIM e 25xCIM. Em concentracdes menores (1,5xCIM), a inibicdo foi de

aproximadamente 30%. Resultados semelhantes foram observados com AMB nas mesmas

concentracdes. Melhores resultados foram obtidos com as combinag6es formadas por N'-(1-

fenil) mais AMB, que foram capazes de reduzir os biofilmes maduros em aproximadamente

80 % (Figura 16).
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Figura 16 — Atividade metabdlica de H. capsulatum na forma de biofilme maduro. As cepas foram cultivadas
em meio BHI caldo durante 72 horas para a formacdo de biofilme e tratado com diferentes concentracfes de N'-
(1-fenil) e anfotericina B (AMB), isoladamente ou em combinacdo. Os pogos de controles (C) foram incubados
em meio RPMI sem antimicrobianos. Os resultados estdo representados como percentagem de reducdo em
comparacdo com os controles . Os experimentos foram realizados em duplicata e os dados sdo expressos como

média £SEM (n=6). Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas em relacdo aos controles (p

<0,05).

6.7 CARACTERIZACAO DO EFEITO IN VITRO DAS DROGAS
ANTITUBERCULOSE ISONIAZIDA E ETIONAMIDA SOBRE O BIOFILME EM
FORMAGCAO E MADURO DE Cryptococcus spp.

O efeito das drogas antituberculose INH e ETH sobre a cinética da formacgéo de
biofilme de C. neoformans e C. gatti esta representada na figura 17. Foi possivel observar
uma reducdo da atividade metabolica de C. neoformans na formacdo de biofilme de
aproximadamente 75%, quando exposto a INH e 70% para a concentracdo 50xCIM de ETH.
Para C. gattii, a reducdo da atividade metabdlica foi de 62% e 57%, quando em contato com a
droga INH e ETH, respectivamente, em concentra¢cdes 50 vezes mais elevadas que a CIM.

O biofilme maduro de Cryptococcus spp. foi avaliado em duas concentracdes
diferentes de INH e ETH. Apds 48 h de incubacdo, as drogas antituberculoses foram capazes
de inibir a massa fungica do biofilme maduro de C. neoformans em média 81% para INH e
71% para ETH em concentracdes 50 vezes acima da CIM. Enquanto para C. gattii pode-se
observar uma diminuicdo da atividade metabdlica quando expostas em concentracdes
50XCIM em até 65% para INH e 53% para ETH. Foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre as drogas antituberculose e AMB em pelo menos uma

concentracdo em todos 0s experimentos.
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Figura 17 — Cepas de Cryptococcus spp. foram cultivadas em meio RPMI durante 48 horas para permitir a formacéo
de biofilme sem adicao de antimicrobianos (C) e tratados com diferentes concentracfes de INH e ETH. Os resultados
estdo representados em percentagem de reducdo em comparacdo aos controles livres de droga. Os experimentos
foram realizados em duplicata e os dados sdo expressos como média +SEM (n = 8). Os (*) indicam diferencas
estatisticamente significativas em relacdo aos controles (p<0,05) e (¥) indicam diferencas estatisticamente
significativas em relacdo a AMB (p<0,05). Atividade metabolica de Cryptococcus spp. na formacdo de biofilmes

tratados A) com INH; B) com ETH; Atividade metabdlica de Cryptococcus spp. em biofilmes maduros tratados C)

6.8 EFEITO DE N’-(1-FENIL) ASSOCIADO COM A AMB SOBRE A TAXA DE
MORTE INTRACELULAR MEDIADA POR MACROFAGOS

O composto N'-(1-fenil) isolado na concentracdo que corresponde a CIM da droga
em células plancténicas ndo foi capaz de aumentar a morte de células leveduriformes de H.
capsulatum depois da fagocitose, quando comparada ao controle livre de droga. No entanto,
em combinacdo com AMB, na concentracdo de CIMsin obtida em sinergismo, 100% e 98%
de mortalidade dos fungos foram observados apds 24 e 48 horas, respectivamente (tabela 7).

Para AMB sozinha na concentracdo CIM, quase 100% de mortalidade ocorreu em 24 e 48 h.
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Tabela 7: Nimero de células vidveis em cada amostra submetida ao tratamento com N'-(1-fenil), AMB, e N'-(1-

fenil) mais AMB frente 8 PMo contendo células leveduriformes de H. capsulatum.

UFC/mL
Incubacéo ¥
Controle  N'-(1-phenyl)* AMB* N'-(1-phenyl) + AMB
24 h 3.000 3.000 20 0
48 h 3.000 3.000 0 60

UFC/mL: unidade formadora de col6nia por mililitro; N'-(1-fenil): N'-(1-feniletilideno)isonicotinahidrazida;
AMB: Anfotericina B; PMg: macrofagos peritoneais; *CIM: CIM drogas isoladas; *CIMsin: CIM drogas em
sinergismo
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7  DISCUSSAO

As hidrazonas sdo uma classe de compostos organicos que possuem estrutura
quimica geral R;R,C=N-NR3R4, formada pela substituicdo do oxigénio do grupo carbonila,
pelo grupo funcional -NNH2 (UPPAL et al., 2011). O proton azometino (-NHN=CH-)
formado é uma importante fonte para o desenvolvimento de novos medicamentos (ALI et al.,
2012). Nos ultimos anos, as hidrazonas despertaram grande interesse devido a variedade de
atividades biologicas que apresentam, tais como acdo antituberculose, antimicrobiana
(JUDGE et al., 2012), antitumoral (TERZIOGLU; GURSQY, 2003), analgésica (REIS et al.,
2008) e anti-inflamatdria (SALGIN-GOKSEN et al., 2007). Alguns destes compostos tém
sido descritos como compostos mais eficientes que os antibiéticos de uso clinico (JUDGE et
al., 2012).

Considerando o potencial antifingico da droga INH descrito anteriormente contra
patogenos dimorficos como C. posadasii (CORDEIRO et al., 2006) e H. capsulatum
(MARQUES, 2009; CORDEIRO et al., 2011a), o presente estudo, avaliou o efeito in vitro de
hidrazonas derivadas da INH contra H. capsulatum nas fases leveduriforme e filamentosa.
Todas as hidrazonas sintetizadas demonstraram atividade antifungica promissora, mas o
composto N'-(1-fenil) foi o mais ativo dentre todos os derivados sintetizados, apresentando os
menores valores de CIM para ambas as fases de H. capsulatum, por esta razdo foi escolhido
para 0s demais experimentos do estudo. Diante dos resultados, investigou-se também a
atividade antifungica de N'-(1-fenil) em combinacdo com a droga de escolha para o
tratamento da histoplasmose - AMB. Os dados mostraram relevante efeito antifingico contra
células planctonicas de H. capsulatum, capazes de reduzir significativamente os valores da
CIM de AMB in vitro.

O presente estudo, também investigou a atividade antifingica das drogas
antituberculoses INH e ETH contra cepas C. neoformans e C. gattii na forma plancténica. Os
dados mostraram que as drogas isoladas foram capazes de inibir o crescimento in vitro dos
micro-organismos. ETH apresentou menores valores de CIM que INH para ambas as
espécies, com atividade antifungica relevante. Nossos resultados corroboram com dados
descritos anteriormente para as drogas antituberculose INH e pirazinamida testadas frente a
Histoplasma capsulatum (MARQUES, 2009; CORDEIRO et al. 2011a). Potencial efeito
sinérgico também foi observado nas combinagdes entre INH e ETH mais os triazois ITC e
FLC contra Cryptococcus spp. Em geral, os valores de CIM para FLC em combinagdo com

INH diminuiram 32 vezes quando comparado com o FLC sozinho, enquanto que os valores
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de CIM para itraconazol diminuiram quatro vezes para a maioria das cepas. Para ETH, 0s
resultados mostraram uma reducdo de até 32 vezes nos valores de CIM da droga testada
isoladamente. O potencial sinérgico das drogas INH e ETH em combinacdo com drogas
antifungicas contra C. neoformans e C. gattii ndo foram anteriormente investigados, portanto
interagOes farmacodindmicas dessas combinagdes sdo desconhecidas.

Com o objetivo de compreender o mecanismo de acdo de N'-(1-fenil) e as drogas
antituberculose nas células fungicas, foram investigados os efeito dessas drogas sobre o
conteldo total de ergosterol celular e sobre a permeabilidade da membrana. De acordo com 0s
resultados obtidos, N'-(1-fenil) foi capaz de provocar reducdo do teor de ergosterol em H.
capsulatum, embora em menor propor¢do que o itraconazol, utilizado como controle. Visbal
et al. (2011) também avaliaram os efeitos antiproliferativos de analogos de hidrazona na fase
leveduriforme de Paracoccidioides brasiliensis e observou inibi¢cdo 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 na fase leveduriforme. No entanto, um dos compostos ndo mostrou associacao
com qualquer etapa do bloqueio da via biossintética dos esterdis, sugerindo diferentes
mecanismos de acdo. Além disso, este estudo demonstrou que as drogas INH e ETH foram
igualmente capazes de provocar uma reducdo no teor total de ergosterol nas células de C.
neoformans e C. gattii em comparagdo com o controle sem droga.

Ademais, os resultados mostraram que as drogas N'-(1-fenil), INH e ETH sdo
capazes de alterar a integridade da membrana de H. capsulatum e Cryptococcus spp.,
tornando-as mais permeaveis a moléculas como &cidos nucleicos e proteinas. A dispersao dos
componentes intracelulares sugere que o efeito crucial dessas drogas nas células fungicas seja
a formacdo de poros na membrana citoplasmatica, provocando uma lise celular subsequente.
Liberacdo de contetdo intracelular é considerada um forte indicativo de danos graves,
irreversiveis e perda da integridade da membrana celular (CARSON; MEE; RILEY, 2002;
DEVI et al., 2010).

Este trabalho também buscou investigar o potencial antimicrobiano da hidrazona
N'-(1-fenil) contra biofilmes maduros de H. capsulatum e das drogas antituberculose sobre
biofilme de Cryptococcus spp. N'-(1-fenil) apresentou atividade anti-biofilme relevante,
semelhante ao efeito encontrado para AMB, considerada droga eficaz contra biofilmes
fungicos (SHINDE et al., 2012). Além disso, os dados demonstraram que a combinacdo de
N'-(1-fenil) com AMB reforca a atividade inibitoria da droga antifungica contra biofilme de

H. capsulatum, mesmo em concentracGes baixas. Embora detalhes sobre a estrutura e
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dindmica de biofilmes de H. capsulatum in vivo sejam desconhecidos, acredita-se que esta
combinagdo antimicrobiana possa melhorar o tratamento em casos de infec¢Oes causadas por
biofilme de H. capsulatum. O potencial antibiofilme das drogas antituberculose foi avaliado
sobre dois aspectos: a capacidade de impedir a formacgédo de biofilme e a acdo contra biofilme
maduro. INH e ETH apresentaram efeito antibiofilme atuando tanto sobre a formacao quanto
sobre o biofilme maduro de Cryptococcus spp. Sob estas condi¢des, ambas as drogas inibiram
os biofilmes em concentracfes 10 e 50 vezes maiores que os valores de CIM para as células
planctonicas. Os biofilmes formados por C. neoformans foram significativamente mais
sensiveis a cada uma das drogas testadas que os biofilmes de C. gattii. Em relacdo a acdo das
drogas ndo foram observadas diferencas significativas na inibicdo dos biofilmes.

Além da capacidade para formar biofilmes, H. capsulatum utiliza uma grande
variedade de mecanismos de viruléncia altamente eficazes, incluindo dimorfismo térmico e
parasitismo intracelular. O curso da doenca respiratdria depende principalmente da
capacidade da levedura de H. capsulatum em sobreviver e replicar-se dentro de macrofagos
alveolares, a primeira linha de defesa celular encontrado no hospedeiro (PITANGUI et al.,
2012). Em estudos iniciais, a capacidade de N'-(1-fenil) em penetrar nos macréfagos e
aumentar a taxa de morte do fungo no fagossoma foi investigada. Os resultados obtidos
sugerem que a hidrazona em combinacdo com AMB foram capazes de impedir o crescimento
intracelular de H. capsulatum, em concentracdes 16 e 64 vezes menores que N'-(1-fenil) e
AMB, respectivamente, em comparacdo com o0s valores de CIM dessas drogas testadas
isoladamente. No entanto, novos experimentos com maior nimero de cepas devem ser
realizados com o objetivo de revalidar o efeito sinérgico dessas drogas contra células H.
capsulatum fagocitados.

O presente estudo mostrou que N'-(1-fenil) possui potencial antifingico contra H.
capsulatum na forma plancténica e biofilme. Novos estudos devem ser realizados a fim de
avaliar o efeito antifungico e antibiofilme de N'-(1-fenil) in vivo. Além disso, os resultados
deste trabalho acrescentam evidéncias sobre o potencial antifingico das drogas
antituberculose isoladas e em combinacdo frente a Cryptococcus spp. Estudos adicionais
devem ser realizados para determinar 0os mecanismos moleculares especificos relacionados
com a atividade antifungica observada. Os resultados obtidos neste estudo apontam para a
importancia de trabalhos de prospeccdo de novos alvos moleculares que podem fornecer

pontos de partida para o desenho racional de novos compostos com atividade antifingica.
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8 CONCLUSOES

1. Os compostos sintetizados ndo apresentaram citotoxicidade contra trés linhagens de
células tumorais humanas.

2. Todas as hidrazonas sintetizadas foram capazes de inibir o crescimento in vitro de
isolados de H. capsulatum nas fases leveduriforme e filamentosa. Dentre todos os derivados,
o0 analogo quimico formado a partir da acetofenona - N'-(1-feniletilideno)isonicotinahidrazida
apresentou maior potencial antifingico para ambas as fases.

3. O efeito inibitério in vitro de N'-(1-feniletilideno)isonicotinahidrazida foi
potencializado pela combinagcdo com a droga anfotericina B ante H. capsulatum nas formas
planctonica e biofilme.

4. N'-(1-feniletilideno)isonicotinahidrazida foi capaz de provocar reducdo do teor de
ergosterol total em H. capsulatum em concentragdes suprainibitorias, além de induzir
alteracdes na estrutura da membrana plasmatica em concentrac6es subinibitdrias, permitindo
0 escape de macromoléculas essenciais para o crescimento do fungo, como acidos nucléicos e
proteinas.

5. A interacdo entre a hidrazona N'-(1-feniletilideno)isonicotinahidrazida e a droga
anfotericina B nos valores CIMsin foi capaz de promover o aumento da taxa de morte de H.
capsulatum no interior do fagossoma.

6. As drogas antituberculose isoniazida e etionamida isoladas e/ou em combinagdo com
os derivados azolicos fluconazol e itraconazol demonstraram atividade antifingica frente a
cepas do Complexo C. neoformans/C. gattii nas formas planctonica e biofilme.

7. A atividade antifungica in vitro das drogas antituberculose promoveu a reducdo do
teor de ergosterol no envoltério celular fungico e alteracGes irreversiveis na estrutura da

membrana plasmatica de leveduras de Cryptococcus spp.
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9 PERSPECTIVAS

O presente trabalho apresenta dados promissores sobre o potencial antifungico da
droga antituberculose isoniazida e seus andlogos quimicos em associacdo com as drogas
antifungicas de uso terapéutico. Acredita-se ter contribuido para uma melhor compreensao
acerca da atividade antifungica dessas drogas frente ao fungo dimorfico H. capsulatum var.
capsulatum e leveduras do género Cryptococcus spp. tanto na forma plancténica como
biofilme, impulsionando novas pesquisas nesta area para tais espécies. Os resultados obtidos
neste estudo contribuirdo para aumentar 0s conhecimentos a respeito dos mecanismos de acéo
dessas drogas em células fungicas, embora, novos estudos devam ser realizados a fim de
determinar os alvos moleculares especificos relacionados com a atividade antifingica
observada, bem como o efeito destas combinagdes in vivo contra isolados de H. capsulatum e

Cryptococcus spp.
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APENDICE A - Tabela 8: Identificacdo, origem, ano de isolamento e procedéncia das cepas de

Histoplasma capsulatum var. capsulatum utilizadas na pesquisa.

Numero Colegéo Sitio de isolamento Ano Localidade
CEMM 03-02-090 Creme leucocitario 2007 Ceara
CEMM 03-03-035 Creme leucocitario 2007 Ceara
CEMM 03-03-054 Creme leucocitario 2007 Ceara
CEMM 03-03-055 Mucosa nasal (gato) 2008 Ceara
CEMM 03-06-059 Mucosa nasal (gato) 2008 Ceara
CEMM 05-01-096 Creme leucocitario 2009 Ceara
CEMM 05-01-097 Creme leucocitario 2009 Ceara
CEMM 05-02-018 Creme leucocitario 2010 Ceara
CEMM 05-02-021 Creme leucocitario 2010 Ceara
CEMM 05-02-034 Aspirado medular 2010 Ceara
CEMM 05-02-035 Creme leucocitario 2010 Ceara
CEMM 05-02-037 Creme leucocitario 2010 Ceara
CEMM 05-02-042 Creme leucocitario 2009 Ceara
CEMM 05-02-053 Creme leucocitario 2009 Ceara
CEMM 05-02-074 Creme leucocitario 2010 Ceara
CEMM 05-02-084 Creme leucocitario 2010 Ceara
CEMM 05-02-085 Creme leucocitario 2010 Ceara
CEMM 05-02-086 Creme leucocitario 2010 Ceara
CEMM 05-02-087 Creme leucocitario 2010 Ceara
CEMM 05-02-088 Creme leucocitario 2010 Ceara
CEMM 05-02-091 Creme leucocitario 2010 Ceara
CEMM 05-03-040 Creme leucocitario 2011 Ceara
CEMM 05-04-015 Biopsia 2007 S0 Paulo
CEMM 05-04-028 Creme leucocitario 2011 Ceara
CEMM 05-05-011 Creme leucocitario 2011 Ceara
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APENDICE B - Tabela 9: Identificagdo, espécie, sorotipo e origem de isolamento das cepas do

Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii utilizadas na pesquisa.

Numero Colegéo Espécie Sorotipo Origem de isolamento
CEMM 03-02-062 C. gattii B Humana
CEMM 03-02-069 C. gattii B Humana
CEMM 03-02-070 C. gattii B Humana
CEMM 03-02-071 C. gattii B Humana
CEMM 03-02-073 C. gattii B Humana
CEMM 03-02-074 C. gattii B Ambiental
CEMM 03-02-079 C. gattii B Ambiental
CEMM 05-03-029 C. gattii B Humana
CEMM 05-03-031 C. gattii B Humana
CEMM 05-03-032 C. gattii B Humana
CEMM 05-03-033 C. gattii B Humana
CEMM 05-03-037 C. gattii B Humana
CEMM 05-02-023 C. neoformans A Humana
CEMM 03-02-057 C. neoformans A Humana
CEMM 03-02-060 C. neoformans A Ambiental
CEMM 03-02-063 C. neoformans A Ambiental
CEMM 03-02-064 C. neoformans A Ambiental
CEMM 03-02-066 C. neoformans A Ambiental
CEMM 03-02-067 C. neoformans A Ambiental
CEMM 03-02-068 C. neoformans A Humana
CEMM 03-02-072 C. neoformans A Humana
CEMM 03-02-078 C. neoformans A Ambiental
CEMM 03-02-080 C. neoformans A Ambiental
CEMM 03-06-021 C. neoformans A Humana
CEMM 05-01-044 C. neoformans A Humana
CEMM 05-01-050 C. neoformans A Humana
CEMM 05-01-080 C. neoformans A Ambiental
CEMM 05-01-084 C. neoformans A Humana
CEMM 05-01-088 C. neoformans A Ambiental
Cepas de referéncia Espécie Sorotipo
WM 175 C. gattii B

WM 178 C. gattii B

WM 179 C. gattii B

WM 779 C. gattii C

WM 148 C. neoformans A

WM 626 C. neoformans A

WM 628 C. neoformans AD
WM 629 C. neoformans D
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APENDICE C - Publicagdes durante o periodo de doutorado

Synthesis and antifungal activity in vitro of isoniazid derivatives against Histoplasma
capsulatum var. capsulatum

Antimicrobial Agents and Chemotherapy (Aceito)

In vitro inhibitory effect of miltefosine against strains of Histoplasma capsulatum var.
capsulatum and Sporothrix spp.
Medical Mycology (aceito)

Antigens of Coccidioides posadasii as an important tool for the immunodiagnosis of
Coccidioidomycosis.
Mycopathologia (2013)

Coccidioides posadasii Infection in Bats, Brazil.

Emerging Infectious Diseases (2012)

Ciprofloxacin shows synergism with classical antifungals against Histoplasma capsulatum
var. capsulatum and Coccidioides posadasii.
Mycoses (2012)

Antifolates inhibit Cryptococcus biofilms and enhance susceptibility of planktonic cells to
amphotericin B.

European Journal of Clinical Microbiology & Infectious Diseases (2012)

Synergistic effect of antituberculosis drugs and azoles in vitro against Histoplasma
capsulatum var. capsulatum.

Antimicrobial Agents and Chemotherapy (2011)

Cotrimoxazole enhances the in vitro susceptibility of Coccidioides posadasii to antifungals.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz (2011)
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ANEXOS



1. MEIOS DE CULTURA

1.1 Agar Batata

Infusdo de batatas* 500 mL
Dextose 10 g

Agar bacterioldgico 15 g

Agua deionizada g.s.p. 1000 mL
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* 250 g de batatas (Solanum tuberosum) cozidas em 500 mL de &gua por 1 hora, seguido de

filtracdo em gaze e reconstituicdo do volume para 500 mL.

1.2 Agar BHI (Brain Heart Infusion)
Cérebro-coracéo, infusdo de solidos 8,0 g
Hidrolisado péptico de tecido animal 5,0 ¢
Hidrolisado pancreatico de caseina 16,0 ¢
Cloreto de sddio 5,0 g

Glucose 2,0 g

Fosfato dissédico de hidrogénio 2,5 g
Agar 13,5 g

Agua destilada ¢.s.p 1000 mL

1.3 Agar Sabouraud dextrose
Glicose 20,0 g

Peptona 10,0 g

Extrato de levedura 5,0 g

Agar 20,0 g

Agua destilada g.s.p. 1000 mL

1.4 Agar Sabouraud suplementado com sangue de carneiro a 10%
Agar Sabouraud 6,5¢
Agua destilada 100 mL

Sangue de carneiro 5 mL
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Os meios de cultura foram preparados conforme indicacdo do fabricante, fervidos
para dissolucdo do &gar e autoclavados a 121°C por 15 minutos. Em seguida foram esfriados a
50°C e distribuidos em aliquotas de 4,0 mL em tubos de ensaio estéreis sob condicbes
assépticas. O meio &gar Sabouraud suplementado com sangue de carneiro a 5% foi esfriado
até 45°C e em seguida adicionado 5% de sangue de carneiro, homogeneizado e distribuido em

tubos inclinados estéreis.

1.5 Meio RPMI 1640
RPMI 1640 com glutamina e sem bicarbonato de sédio 10,5 g
Agua destilada ¢.s.p 1000 ml

Adicionar lentamente o p6 sob agitacdo em agua destilada e ajustar o pH final
para 7,0 utilizando-se solu¢do de MOPS com concentracgéo final de 0,165 mol/L. Completar o
volume com agua destilada e filtrar em membranas de 0,22 um de poro, utilizando pressao

positiva.

1.6 Agar C.G.B. (Canavanina, Glicina, Azul de Bromotimol)
Agua destilada 880 mL

Solucéo B 20 mL

Solucdo A 100 mL

Agar bacterioldgico 20 g

Solucédo A:

Glicina 10 g

Fosfato de potéssio monobasico 1 g
Sulfato de magnésio 1 g

Sulfato de L-canavanina 30 mg

Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Solucéo B:

Azul de bromotimol 0,4 g

Hidroxido de sodio 0,01 mol/L 64 mL
Agua destilada 36 mL

Preparo da Solu¢do de NaOH 0,01 mol/L.:
Hidroxido de sodio - NaOH 0,04 g

Agua destilada 100 mL
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Dissolver os ingredientes da solu¢do A em &gua destilada, ajustar o pH para 5,6 e
filtrar a solugdo com filtro 0,22 um. Estocar em refrigerador. Dissolver o azul de bromotimol
em NaOH e adicionar 4gua. Acondicionar em frasco de cor &mbar e manter sob refrigeracao.
Dissolver completamente o agar em agua destilada. Adicionar a solucdo B. Autocalvar o
meio, por 15 minutos, a 121 °C e resfriar até 48 °C. Acrescentar 100 mL da solucdo A,
homogeneizar o meio e distribuir, aliquotas de 4 mL, em tubos de ensaio. Deixar solidificar,

na posicao inclinada, de modo a obter uma superficie de aproximadamente 6 cm.

1.7 Agar Ureia de Christensen’s (s6lida)
Solucédo A:

Agar base ureia (Christensem’s) 29 g

Agua destilada g.s.p. 100 mL

Solucéo B:

Agar bacterioldgico 15 g

Agua destilada 900 mL

Suspender o 4&gar base ureia em agua destilada, misturar até dissolver
completamente. Esterilizar por filtracdo. Distribuir, aliquotas de 10 mL, e manter, sob
refrigeracdo, até o momento do uso. Dissolver o agar bacteriolégico em agua destilada.
Distribuir, aliquotas de 90 mL, e esterilizar em autocalve, a 121 °C, por 15 minutos. Para
preparar 100 mL de meio, é necessario fundir 90 mL da solucéo B, esperar esfriar até que esta
atinja aproximadamente 50 °C e adicionar 10 mL da solu¢cdo A. Homogeneizar bem a mistura
e distribuir, aliquotas de 1 mL, em tubos de ensaio estéreis. Deixar solidificar na posicao

inclinada.

2. SOLUCOES

2.1 Lactofenol azul-algodao
Acido lactico 20 g

Fenol 20 g

Glicerina 20 g

Azul-algoddo 0,05 g

Agua deionizada 20 mL
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2.2 Solucéo Salina
Cloreto de sédio - NaCl 0,85 g
Agua deionizada 100 mL

2.3 MOPS (acido 2-[N-morfolino] propanosulfonico)
MOPS em p6 6,9 g

Dissolver o MOPS em 200 mL de &gua destilada autoclavada e armazenar na

geladeira em garrafa envolvida com papel aluminio.

2.4 Solugéo alcodlica de KOH 20%

Hidroxido de potéssio - KOH em p6 7,89 g

Dissolver o KOH em 50 mL de solucgéo de alcool etilico 60%, utilizar em seguida.

2.5 Tampao PBS (Phosphate Buffered Saline) acrescido de 0,05% de Tween 20
Cloreto de sédio - NaCl 8 g

Cloreto de potassio - KCI 0,2 ¢

Fosfato de sodio dibasico - Na,HPO,4 1,44 ¢

Fosfato de potéssio monobasico - KH,PO, 0,24 g

Agua deionizada 800 mL

Tween 20 500 pL

Agua destilada 1000 mL

Dissolver todos os sais em 800 mL de &gua deionizada. Ajustar o pH para 7,4
utilizando solucéo de &cido cloridrico 1 mol/L e acrescentar 500 pL de Tween 20, em seguida

completar para 1000 mL com agua destilada.

2.6 Solucdo de Cristal Violeta 0,3%
Cristal Violetaem p6 2 g
Alcool etilico 95% 20 mL

Oxalato de am6nio 0,8 g
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Agua destilada 80 mL

Agua destilada estéril 8,5 mL

Solucéo A: dissolver 2 g de cristal violeta em 20 mL de alcool etilico 95%
Solucgdo B: dissolver 0,8 g de oxalato de amdnio em 80 mL de &dgua destilada

Misturar as solucdes A e B para o preparo da solugdo-mae de cristal violeta a 2%.
Esterilizar por autoclavagdo a 121 °C por 15 minutos. Para o preparo de 10 mL da solucdo de
cristal violeta a 0,3%, adicionar 1,5 mL da solu¢do-mée em 8,5 mL de &gua destilada estéril.

2.7 Solugéo de Acido Acético 33%
Agua deionizada 67 mL

Acido acético P.A. 33 mL

Adicionar 33 mL de acido acético em 67 mL de agua deionizada.



