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RESUMO

MORAIS, M. F. S. INVESTIGACAO DO POTENCIAL ANTIFUNGICO DE
COMPOSTOS HETEROCICLICOS, CONTENDO ANEL 1,2,4-OXADIAZOL, SOBRE
FUNGOS POTENCIALMENTE PATOGENICOS. 2017. 54 f. Trabalho de Conclusdo de
Curso (Graduag@o em Farmdcia) — Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2017.

Além da incidéncia das micoses ter aumentado drasticamente nos ultimos anos, outro
grande problema € o tratamento destas infec¢des, dado o crescente nimero de microrganismos
resistentes, decorrente do uso indiscriminado de antimicrobianos. Esse problema € exacerbado
pelas incontdveis reagdes adversas que esses firmacos podem apresentar. Em vista disso, ha
uma busca constante por novas substdncias que apresentem acdo antifiingica mais seguras,
eficazes e potentes. Nesse contexto, compostos heterociclicos contendo o anel 1,2,4-oxadiazol
téem sido alvo de diversos estudos farmacoldgicos, e apresentaram resultados promissores.
Assim, o presente estudo objetivou averiguar o potencial antifiingico de oito compostos dessa
natureza, frente a diferentes fungos potencialmente patogénicos, incluindo cepas filamentosas
(Aspergillus  flavus 1LM-27, Aspegillus niger LIJB-0O1 e Rhizopus orizae 1LM-64) e
leveduriformes (Candida tropicalis HU-01, Trichosporon inkin LM-67, Geotrichum LM-03 e
Rhodotorula LM-014). Para tanto, realizou-se triagem microbiol6gica, com base na técnica de
difusdo em meio sélido e, determinou-se a Concentragao Inibitéria Minima (CIM), por meio da
técnica de microdilui¢do seriada, e a Concentracdo Fungicida Minima (CFM), semeando
aliquotas de 10 puL dos produtos presentes nas cavidades que ndo apresentaram crescimento
fingico em meio Agar Sabouraud Dextrose. Quanto 2 triagem microbiolégica, as quatro
leveduras testadas apresentaram resisténcia, ndo sendo observados halos de inibi¢do. No que
diz respeito a CIM, todas as substancias testadas apresentaram atividade antifingica somente
contra o fungo filamentoso Rhizopus orizae LM-64 com CIM de 1000 ug/mL, para uma das
substancias, e de 4000 ug/mL, para as demais substancias. E, em relacio a CFM, das oito
substancias testadas, seis delas apresentaram CFM de 4000 pug/mL. Os resultados obtidos nesta
pesquisa nos permitem concluir que houve resisténcia flingica a alguns dos compostos testados
e que outros apresentaram baixa atividade antifliingica porém, este resultado contribui para o
conhecimento da potencialidade terapéutica dessa classe de compostos tendo em vista que este
¢ o primeiro relato da atividade antifiingica desse grupo de compostos heterociclicos que
contém o anel 1,2,4-oxadiazdlico.

Palavras-chave: Atividade antifiingica, compostos heterociclicos e anel 1,2,4-oxadiazol.



ABSTRACT

MORAIS, M. F. S. ANTIFUNGAL POTENTIAL INVESTIGATION OF
HETEROCYCLIC COMPOUNDS, CONTAINING 1,2,4-OXADIAZOLE RING, ON
POTENTIALLY PATHOGENIC FUNGI. 2017. 54 f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduagdo em Farmdcia) — Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2017.

In addition to the increased incidence of mycoses in recent years, another major problem is the
treatment of these infections, given the increasing number of resistant microorganisms resulting
from the indiscriminate use of antimicrobials. This problem is exacerbated by the countless
adverse reactions that these drugs may cause. In that way, there is a constant search for new
substances that present safer, more effective and potent antifungal action. In this context,
heterocyclic compounds containing the 1,2,4-oxadiazole ring have been the subject of several
pharmacological studies, and presented promising results. Thus, the present study aimed to
investigate the antifungal potential of eight compounds of this nature against different
potentially pathogenic fungi, including filamentous strains (Aspergillus flavus 1LM-27,
Aspegillus niger LJB-01 e Rhizopus orizae LM-64) and yeast strains (Candida tropicalis HU-
01, Trichosporon inkin LM-67, Geotrichum 1LM-03 e Rhodotorula L. M-014). Therefore,
microbiological screening was performed based on the solid medium diffusion technique and
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determined by serial microdilution
technique, the Minimum Fungicide Concentration (MFC) was also performed by sowing
aliquots of 10 pL of the products present in the wells that did not show fungal growth in
Sabouraud Agar Dextrose medium. As for the microbiological screening, the four yeasts tested
showed resistance, and no inhibition halos were observed. Regarding to MIC, all the substances
tested showed antifungal activity only against the filamentous fungus Rhizopus orizae LM-64
with MIC of 1000 pg/mL for one of the substances and 4000 pg/mL for the remaining
substances. In relation to MFC, out of the eight substances tested, six presented MFC of 4000
pug/mL. The results obtained in this research allow us to conclude that there was fungal
resistance to some of the compounds tested and that others had low antifungal activity, but this
result contributes to the knowledge of the therapeutic potential of this class of compounds, since
this is the first report on the antifungal activity of this group of heterocyclic compounds
containing the 1,2,4-oxadiazolic ring.

Keywords: Antifungal activity, heterocyclic compounds and 1,2,4-oxadiazole ring.
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1. INTRODUCAO

Os fungos sdo seres ubiquitdrios, que se disseminam na natureza, através de estruturas
como esporos, conidios e artroconideos, pelo ar, insetos, 4gua e animais, podendo causar
infec¢des denominadas micoses, que de acordo com o tecido ou 6rgdo acometido sao divididas
em superficiais, subcutaneas e sistémicas (MISHRA; DUBEY, 1994; NOVAK; ALMEIDA;
SANTOS, 2002; SIDRIM; ROCHA, 2010).

Embora a maioria dos fungos encontre-se na natureza vivendo saprofiticamente,
algumas espécies sdo capazes de produzir doencas no homem, como os Aspergillus spp.,
Fusarium spp., Cladosporium spp. e Rhizophus spp. Outros agentes flingicos como
dermatdtitos e leveduras do género Candida despontam entre os agentes mais frequentes
envolvidos em micoses humanas. Acredita-se, com base em uma prevaléncia estimada, que 10-
15% da populagdo mundial pode ser infectada no decorrer de sua vida por dermatéfitos
(SIDRIM; ROCHA, 2010).

As infecgdes fungicas, ao longo das ultimas trés décadas, vém se tornando um sério
problema de sadde publica, sendo este um grande desafio para os profissionais da saide, tendo
em vista o aumento gradual das taxas de morbidade e mortalidade de pessoas acometidas por
tais infeccoes (BROWN, 2004). De acordo com Giacomazzi et al. (2016), aproximadamente 4
milhdes de pessoas no Brasil tem infeccdes fiingicas a cada ano. Desse total, 2,8 milhdes sdo
infeccdoes causadas pelo género Candida e um milhdo sdo infeccdes causadas pelo
género Aspergillus, que colonizam, principalmente, pacientes imunocomprometidos.

Além do aumento dréstico da incidéncia das micoses nos ultimos anos, outro grande
problema € o tratamento das infec¢des causadas por muitos fungos visto a baixa efetividade dos
medicamentos disponiveis € o desenvolvimento de cepas resistentes devido ao uso
indiscriminado de terapia com antibidticos de largo espectro (REX; WALSH; ANAISSIE,
1997; MENCACCI et al., 2000; KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014). Esse problema é
exacerbado pelas incontéveis reacdes adversas que esses farmacos podem apresentar. Portanto,
isso tem sido motivo de preocupacio e de desenvolvimento de estudos por todo 0 mundo em
busca de novas substincias que apresentem acao antifungica mais potentes, seguras e eficazes
(ZACCHINO, 2003; FUCHS; WANNMACHER; FERREIRA, 2004; CURTIS et al., 2005;
BERGAMO et al., 2015; KAHRSTROM, 2015).
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Nesse sentido, € impulsionada a busca por novas fontes de substdncias com acdo
antifdngica, com menos efeitos indesejdveis, baixo custo, maior seguranca e eficicia. Sendo tal
busca orientada para o uso de plantas medicinais, seus respectivos metabdlitos secundérios
isolados, assim como substincias quimicas de natureza sintética (VICENTINI et al., 2007,
MOREIRA et al., 2010; CARMO et al., 2013; BARROS, 2014; CAVALEIRO, et al., 2015).

Compostos contendo o anel 1,2,4-oxadiazol possuem indmeras aplicacdes biologicas,
dependendo da molécula no qual este é incorporado. Moléculas apresentando este tipo de anel
apresentaram promissores efeitos bioldégicos como: antiasméticos, antidiabético, agentes anti-
inflamatdrios, agentes antitumorais, agentes neuroprotetores, imunossupressores, antioxidantes
e agentes antimicrobianos (PACE; PIERRO, 2009; CUNHA; AGUIAR, 2015; GOBEC et al.,
2015).

Num estudo desenvolvido por Tale et al. (2011), evidenciou-se uma significativa
atividade antifingica de novos derivados do 1,2,4-oxadiazol contra fungos como Aspergillus
niger e Fusarium solani, onde todos os compostos testados foram eficientes na inibicdo dos
fungos, quando comparada a acdo do miconazol, usado como referéncia, no teste.

Portanto, a avaliacdo do potencial antifingico de compostos heterociclicos, contendo o
anel 1,2,4-oxadiazdlico, pode significar, no futuro, uma importante alternativa terapéutica
contra diferentes fungos patogénicos ao homem, que é acometido pelas mais variadas micoses,
desde superficiais até profundas, nesse tltimo caso, com risco aumentado de morte, justificando

assim, este trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a atividade antifingica de compostos heterociclicos, contendo o anel 1,2,4-
oxadiazblico sobre as leveduras Candida tropicalis HU-01, Trichosporon inkin LM-67,
Geotrichum LM-03 e Rhodotorula LM-014 e os filamentosos Aspergillus flavus LM-27,
Aspegillus niger LIB-01 e Rhizopus orizae LM-64.

2.2 Objetivos especificos

v’ Verificar, através de uma triagem microbioldgica, que compostos apresentam efeito
antimicrobiano sobre leveduras e fungos filamentosos potencialmente patogénicos;

v Determinar a concentrac¢@o inibitéria minima (CIM) do(s) produto(s) com atividade
antifingica verificada na etapa anterior;

v Determinar a concentrac¢ao fungicida minima (CFM) a partir dos resultados da CIM.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Fungos

Os fungos sao organismos de extrema importancia, ndo somente devido a seu papel vital
no ecossistema, mas também por causa da sua influéncia sobre os seres humanos e em
atividades relacionadas (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004; MUELLER; SCHMIT, 2007;
PFALLER, 2012; ABREU et al.,, 2015). Eles sdo utilizados na producdo de alimentos,
contribuem na indudstria farmacéutica, estdo presentes no processo de biodegradacdo e
tratamento biolégico de efluentes, atuam na producdo de enzimas de interesse industrial e na
biotransformacgdo. Além disso, também sdo de grande valia na agricultura e na ecologia, pois
mantém o equilibrio do ambiente, decompondo restos vegetais, degradando substancias téxicas,
auxiliando as plantas a crescerem e se protegerem contra inimigos, como outros
microrganismos patogénicos (ABREU et al., 2015).

Esses microrganismos foram classificados como plantas até 1969 e, mais tarde,
inseridos em um reino separado, denominado Fungi. E um reino de abundante diversidade,
apresentando desde espécies de estrutura simples, que crescem como organismos unicelulares,
a espécies de organizacdo complexa, com hifas ramificadas que produzem uma notavel
diversidade de esporos e outras estruturas reprodutivas dai, a dificuldade de generalizar as
caracteristicas desse reino (ADAMS, 2004; LEME et al., 2011).

De acordo com Hawksworth (1991, 2001), estima-se que o reino Fungi apresente,
aproximadamente, 1,5 milhdo de espécies com representantes habitando praticamente todos os
ecossistemas existentes no planeta. Aproximadamente 70.000 foram descritas até hoje, estando
dentre elas as causadoras de micoses em humanos, de doencas em plantas cultivadas e as de
importancia biotecnologica (OLIVEIRA, 2010).

Os fungos sdo organismos eucarioticos, heterotroficos, obtendo sua alimentagdo a partir
de matéria organica inanimada ou nutrindo-se como parasitas de hospedeiros vivos dessa
maneira, estes microrganismos influenciam a vida do homem participando de processos
desejaveis ou prejudiciais (TORTORA; FUNK;CASE, 2012). Além disso, sdo seres
ubiquitdrios, que se difundem na natureza, através de conidios ou esporos, que sdo estruturas
de reproducdo, por diversos meios, como ar, insetos, dgua, animais, etc (MISHRA; DUBEY,

1994; NOVAK; ALMEIDA; SANTOS, 2002).
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O desenvolvimento de um fungo € influenciado por diversos fatores, dentre estes, a
luminosidade, a estacdo do ano, a localizacdo, a umidade relativa do ar, entre outros, sendo seu
crescimento dividido em duas fases: vegetativa e reprodutiva (LEME et al, 2011).
Fisiologicamente, se adaptam a condi¢Oes insuportdveis para a maioria dos microrganismos,
podendo crescer em substratos com concentracdes elevadas de aguicar, j4 que sdo pouco
sensiveis a altas pressdes osmdticas; suportam pH entre 2,0 e 9,0, sendo que o pH considerado
O6timo para a maioria das espécies estd em torno de 5,6 (pH 4cido). Embora, a faixa de
temperatura considerada 6tima para o crescimento da maioria dos microrganismos esteja entre
22 e 30°C, podem se desenvolver, também, numa ampla faixa de temperatura (PUTZKE;
PUTZKE, 2002; ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).

Os fungos podem infectar o organismo de diversas formas e a manifestacdo destas
infec¢des podem ser rdpidas e passar despercebidas, ou graves e por vezes letais (SOMENZI;
RIBEIRO; MENEZES, 2006). A semelhanca entre as célula fingica e as hospedeira, se
apresenta como um desafio na elaboracdo de estratégias terapéuticas especificas direcionadas
aos fungos que causam essas infec¢des e que sejam atoxicas para o hospedeiro (SCHAECHTER
et al., 2002).

Os fungos de importancia médica, relacionados as micoses, sdo de dois tipos
morfolégicos: leveduras, que sdo unicelulares, e bolores ou fungos filamentosos, que sao
multicelulares (ANVISA, 2004). No entanto, existe um terceiro grupo denominado dimérfico.
Esse grupo pode apresentar uma morfologia leveduriforme ou filamentosa, variando de acordo
com temperatura na qual € submetido, apresentando-se como filamentoso, quando exposto a
temperatura ambiente (26,5 = 1,5°C), ou como levedura, na temperatura de 38 + 1°C (SIDRIM;
ROCHA, 2010).

O espectro das doencas fungicas abrange desde infec¢Oes cutineas superficiais e
mucosas, que pode se manifestar por uma irritacdo local, a processos altamente invasivos
associados a patogenos sist€émicos classicos e oportunistas. Infeccdes graves tem sido
reportadas com uma variedade cada vez maior de patdgenos, incluindo os fungos patogénicos
Candida, Cryptococcus ssp., Histoplasma capsulatum e Aspergillus, como também fungos
filamentosos hialinos e demaceos (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2011; SABINO et
al., 2017).
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3.2 Leveduras

Denomina-se levedura um subgrupo de Ascomycetos, que representam uma subunidade
na classificac@o taxondmica dos fungos e, assim como os fungos filamentosos, as leveduras sdao
amplamente distribuidas na natureza (SIDRIM; ROCHA, 2010). Sdo fungos unicelulares,
tipicamente esféricos ou ovais e apresentam uma forma de divisdo diferenciada, isto é, se
dividem por brotamento simples, por brotamento-fissdo ou por divis@o bindria diferenciando-
se assim dos fungos filamentosos (SIDRIM; ROCHA, 2010; TORTORA; FUNKE; CASE,
2012).

Nos meios de cultura usuais para isolamento fiingico ndo € possivel distinguir
macroscopicamente a maioria das leveduras. Em geral, suas colonias se apresentam glabras, de
coloragdo branca ou bege, de superficie lisa, pastosa ou cremosas. Além disso, as leveduras
possuem padrdao morfolégico muito similar, isto €, tanto em parasitismo como nos isolados
primarios, as leveduras se apresentam arredondadas ou ovaladas, com raras excec¢des, nao
exibindo, assim, estruturas distintas relacionadas a reproducao sexuada ou assexuada. Por este
motivo, para sua classificagdo, faz-se uso da evidenciagdo dos padrdes bioquimicos e
enzimdticos (SIDRIM; ROCHA, 2010).

As leveduras sdo microrganismos capazes de colonizar tanto seres humanos como
animais de outras espécies sem causar-lhes danos. Entretanto, quando ocorre um desequilibrio
parasito-hospedeiro, ocasionam quadros infecciosos denominados leveduroses ou micoses
mucocutaneas que, podem se manifestar sob a forma localizada ou disseminada (ANVISA,
2004).

Candida tropicalis, Trichosporum inkin, Geotrichum spp. e Rhodotorulla spp., sdo
exemplos de leveduras usualmente envolvidas em infec¢cdes micoticas sendo a Candida
tropicalis reconhecida como a segunda espécie mais isolada, implicada em 4% a 24% dos casos
de candidemia (OLLIVIER, 2008; MENEZES, 2009). A segunda € o agente etiologico classico
de uma micose superficial estrita, a piedra branca (SIDRIM; ROCHA, 2010). Quando se trata
do género Geotrichum, algumas espécies podem estar relacionadas as patologias do sistema
respiratério e do trato-gastrointestinal de humanos, ocasionando infec¢Oes oportunistas
(GENTE et al., 2002; HOOG et al., 2004; ALPER et al., 2011). Por ultimo, as espécies do
género Rhodotorulla spp., que frequentemente sdo associadas com infec¢des no sistema

nervoso central, oculares, endocardites e peritonites (TUON; COSTA, 2008).
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3.3 Filamentosos

Esses microrganismos se apresentam sob a forma multicelular, podendo ser chamados
de bolores ou mofos. Sdo constituidos de um conjunto de estruturas tubulares filamentosas,
denominadas de hifas que, na maioria dos fungos filamentosos, contém paredes cruzadas
denominadas septos, que dividem as hifas em distintas unidades celulares uninucleadas (um
unico nucleo). Essas hifas sdo chamadas de hifas septadas. Em algumas poucas classes de
fungos, as hifas ndo contém septos e se apresentam como células longas e continuas com muitos
nicleos. Elas sd@o chamadas de hifas cenociticas. Quando as condi¢cdes ambientais sdo
favordveis, as hifas crescem formando uma massa filamentosa chamada de micélio, que é
visivel a olho nu (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Quando se refere a identificacdo morfologica dos fungos filamentosos, € necessario
observar as caracteristicas macroscéopicas € microscopicas, sendo as ultimas, as que detém uma
maior importancia (FAIA, 2011). Entretanto, existem determinadas caracteristicas
macroscépicas tais como o didmetro da coldnia, a cor, a textura, a presenga ou auséncia de
rebordo, a rugosidade, a elevacdo e exsudado e a sua respectiva cor que, permitem uma
identificacdo prévia, ndo conclusiva porém, ndo menos importante. Como exemplos pode-se
citar fungos pertencentes ao género Eurotium, que formam colonias amarelas; os fungos do
género Trichoderma, com rapido crescimento e colonias brancas, com formacao de tufos verdes
ou amarelos ao fim de uma semana de crescimento; ou ainda o reverso preto de uma colonia de
um fungo pertencente ao género Cladosporium (SAMSON et al., 2010).

Segundo Abreu et al. (2015), os fungos filamentosos desempenham um importante
papel na vida dos seres humanos e no ambiente e, isso se deve a sua participa¢do na producao
de alimentos, nos produtos para saide e na reciclagem de compostos da biosfera. Além disso,
também sdo utilizados em muitos processos industriais (na producdo de enzimas, vitaminas,
polissacarideos, polidis, pigmentos, lipidios e glicolipidios).

Ao contrario das leveduras, os fungos filamentosos, normalmente, ndo fazem parte da
microbiota normal e, portanto, o homem nao € um reservatdrio importante para esse grupo de
fungos entretanto, também sdo capazes de colonizar seres humanos e animais, causando

infec¢oes fungicas (ANVISA, 2004).
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3.4 Manifestacoes clinicas

Denomina-se micoses um vasto espectro de infeccdes causadas por fungos, tanto
leveduriformes como filamentosos, que acometem seres humanos e animais. As micoses
geralmente sdo infecgdes cronicas, tendo em vista que os fungos crescem de forma lenta. Sio
diversas as consequéncias destas infec¢des flingicas nos hospedeiros sendo sua gravidade
determinada pela espécie do fungo envolvida, do sitio anatomico acometido e do estado de
saude do paciente (BLANCO; GARCIA, 2008; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Geralmente, individuos sauddveis imunocompetentes apresentam alta resisténcia as
infeccdes fungicas apesar de serem constantemente expostos as formas infecciosas de diversos
fungos da microbiota endégena ou do ambiente. Os patégenos flingicos oportunistas, como
Candida, Cryptococcus spp. e Aspergillus spp., somente causam infeccao quando ocorrem
quebra nas barreiras protetoras ou quando falhas no sistema imune do hospedeiro permitem a
penetragdo, colonizacao e proliferacdo do microrganismo no hospedeiro. Infec¢des graves tem
sido reportadas com uma variedade cada vez maior de patégenos, incluindo fungos como
Candida, Crypitococcus spp., Histoplasma capsulatun e Aspergillus spp., como também fungos
filamentosos hialinos e demaceos menos conhecidos. (SOMENZI; RIBEIRO; MENEZES,
2006; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2011).

As micoses sdo classificadas, de acordo com o grau de envolvimento no tecido e 0 modo
de entrada no hospedeiro, em: superficiais (Figura 1 A, p. 21), localizadas na pele e anexos;
subcutaneas (Figura 1 B, p. 21), acometendo pele e tecidos subcutineos; sist€micas ou
profundas (Figura 1 C, p. 21) agredindo, principalmente, 6rgdos internos e visceras, podendo
atingir muitos tecidos e 6rgdos diferentes (SIDRIM; ROCHA, 2010; TORTORA, FUNKE;
CASE, 2012).
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Figura 1. Representagdo de Infeccdes fiingicas superficiais (A), subcutaneas (B), sist€micas ou

profundas (C).

A. Candidiase oral B. Esporotricose C: Paracoccidioidomicose

|

Fonte: PINHEIRO, 2014. Fonte: SILVA, 2015. Fonte: MARQUES, 2003.

Dentre estas, as infeccdes fingicas superficiais sdo as mais comuns, afetando pele,
pélos, cabelo, as unhas, os 6rgdos genitais e a mucosa oral (SOMENZI; RIBEIRO; MENEZES,
2006).

As micoses ndo constituem doengas de notificagdo compulsdria, dessa forma, nao é
possivel se ter um conhecimento preciso da dimensao do problema. Evidenciando a necessidade
imediata da realizagdo periddica de estudos que fornecam uma visdo mais fidedigna da
frequéncia dessas infeccdes fingicas, de seus agentes etioldgicos, em razdo dos aspectos
socioecondmicos, geograficos e climdticos, como medida de prevencdo epidemioldgica

(ARAUJO et al., 2012).

3.5 Epidemiologia

Nos dltimos anos, a incidéncia de micoses tém aumentado drasticamente e se tornado
um sério problema de satide publica, o que se deve ao crescente nimero de pacientes com
imunodefici€ncias inatas ou adquiridas (REX; WALSH; ANAISSIE, 1997; MENCACCI et al.,
2000), avangos na cirurgia, tratamento do cancer, tratamento de pacientes com transplante de
orgdos solidos, de medula 6ssea e epidemia de
HIV. Outro fator que contribui € o uso crescente de terapia com antibiéticos de largo espectro
(KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014) apresentando um grande desafio para os
profissionais da saude.

De acordo com Giacomazzi et al. (2016), aproximadamente 4 milhOes de pessoas no

Brasil tem infecgOes fingicas a cada ano. Desse total, 2,8 milhdes sdo infecgdes causadas pelo
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género Candida e um milhdo sdo infecgdes causadas pelo género Aspergillus, que colonizam,
principalmente, pacientes imunocomprometidos em razao do uso intensivo de antibidticos ou
de medicamentos imunossupressores, de doencas como o cancer e a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e de procedimentos invasivos como sondas e catéteres em
unidades de terapia intensiva (UTI).

Existem estimativas que mostram que nos tltimos anos aproximadamente 40% de todas
as mortes por infec¢des hospitalares tenham origem fiingica (ZHANG; BECKER; CHENG,
2006). Quando se trata do ambiente hospitalar, o género Candida é o de maior importancia mas,
existem outras leveduras, nesse mesmo ambiente, que podem causar quadros infecciosos,
dentre elas, Pichia sp (Hansenula sp), Rhodotorula sp e Trichosporon sp. Além das leveduras,
os fungos filamentosos no ambiente hospitalar, também podem causar infeccio em pacientes
suscetiveis. O género Aspergillus sp, incluindo as espécies Aspergillus terreus, A. fumigatus,
A. flavus e A. niger, é o mais citado na literatura como fungo filamentoso oportunista,
colonizando, especialmente, pacientes transplantados de medula Ossea e neutropénicos
(ANVISA, 2004).

O estudo realizado por Giacomazzi et al. (2016) demonstrou a existéncia de uma
grande discrepancia entre a ocorréncia estimada de infec¢des causadas por fungos na populacio
em geral, em particular entre os pacientes com estado de satde grave e o nimero de infeccdes
fingicas notificadas ao Ministério da Satdde do Brasil. Essa auséncia de dados precisos sobre a
incidéncia de infec¢des flingicas no Brasil, bem como em muitas partes do mundo, pode levar
as autoridades a negligenciarem tais infeccdes excluindo-as do seu plano de prioridades de
assisténcia de saide e, consequentemente, as taxas de morbidade e mortalidade relacionadas a

tais infec¢oes serdo altas.

3.6 Diagnostico laboratorial

E cada vez mais importante niio somente saber se o paciente estd com infec¢io fingica,
como também identificar o agente etioldgico da infeccdo para que seja estabelecida as
estratégias de tratamento e acompanhamento (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2011).
As micoses tém o seu diagndstico microbioldgico feito através da verificacdo do fungo no
material clinico, em preparacdes microscOpicas, exame histopatolégico e cultivos

complementados por provas indiretas, tais como testes intradérmicos, pesquisa de anticorpos
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séricos e de antigenos circulantes. E, soma-se a isso os diversos requisitos clinicos que, apesar
de geralmente serem presumiveis, necessitando muitas vezes da confirmag¢io em laboratério,
sdo essenciais para que se tenha um diagndstico definitivo (SIDRIM; ROCHA, 2010).

Assim como nos demais tipos de processos infecciosos, o diagndstico laboratorial da
infeccdo micoética dependente diretamente da fase pré-analitica (coleta adequada do material
clinico necessdrio e entrega ao laboratdrio). O material clinico a ser coletado para realizar o
exame depende do tipo de micose. No caso das superficiais e cutaneas, coleta-se principalmente
pelos e escamas de pele ou unha. Quando se trata de micoses subcutaneas, o material pode ser
secrecoes, sangue e pus e, quando a micose ¢ profunda, analisa-se materiais como urina, fezes,
escarro e liquido cefalorraquidiano (SIDRIM; ROCHA, 2010; MURRAY; ROSENTHAL,;
PFALLER, 2011).

Dentre os intimeros métodos existentes para o diagndstico de infec¢des flingicas, a
microscopia direta € o método mais usual na grande maioria dos casos clinicos o que €
justificado pela rapidez e sensibilidade do método, permitindo a visualizacdo fingica e, em
muitas situagdes, sua identificacdo. De forma geral, o material a ser analisado € sujeito a
clarificacdo por solucdo de hidréxido de potdssio de 10% a 20%, acrescido de tinta Parker 51
permanente, na propor¢ao 2:1 e aquecimento discreto. Para isto, posiciona-se o material clinico
sobre a superficie de uma lamina, adicionando em seguida uma gota de hidréxido de potdssio
com tinta, cobrindo-o com laminula, aquecendo suavemente a chama e, por fim, examina-se o
material ao microscopio. Outras vantagens da técnica sdo seu baixo custo, eficicia,
reprodutibilidade, demandando, porém, profissional bem treinado (SIDRIM; ROCHA, 2010).

A cultura flingica €, na maioria das vezes, indispensdvel para o diagndstico especifico da
grande maioria dos fungos, sendo o meio de cultura mais utilizado o dgar Sabouraud dextrose
(ASD) (SIDRIM; ROCHA, 2010). Entretanto, de acordo com Murray et al. 2011, nenhum meio
de cultura por si s6 € suficiente para isolar todos os fungos clinicamente importantes portanto,
sdo utilizados pelo menos dois tipos de meio, um seletivo e o outro ndo seletivo.

De uma maneira geral, a identificacdo e classificacdo de fungos filamentosos € feita a
partir das caracteristicas morfoldgicas, tanto macroscépicas (cor, aspecto, tamanho, relevo,
pigmentacgdo e textura da colonia e caracteristicas das bordas), quanto microscopicas (forma e
cor da hifa, presenca ou ndo de septos, tipo e arranjo de esporos, etc), além da velocidade de
crescimento que, pode ser lenta, moderada ou répida (ANVISA, 2004; SIDRIM; ROCHA,
2010).
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Em contrapartida, a identificacdo de fungos leveduriformes € feita, principalmente, a
partir de provas bioquimicas e fisiolégicas, tendo em vista que a morfologia destes fungos ndo
apresenta muita diversidade e, portanto, ndo permite distingdo entre espécies e, em regra, entre
géneros. A andlise dos critérios bioquimicos (Quadro 1) sdo indispensdveis na identificacio das
leveduras e, assim, avalia-se a capacidade que as leveduras possuem de fazer uso de
carboidratos e compostos nitrogenados como origem de carbono e nitrogénio, respectivamente
(assimilagdo de carboidratos e nitrogénio ou auxograma) e de fermentar também alguns
carboidratos (fermentacdo de carboidratos ou zimograma). Ademais, provas enziméticas
(Figura 2): producdo de urease ou fenoloxidase pelas leveduras estudadas, podem ser utilizadas

para sua detec¢do (SIDRIM; ROCHA, 2008).

Quadro 1. Provas bioquimicas e enziméticas para identificacdo das principais leveduras de interesse

clinico.

Cultivo
Levedura | Tg em Ur Assimilacao Fermentacao

lamina

Hifa | Ar Sa|Mafla|Ce|TrJRal X | I NO;JGl|Sa|Malla|RajlTr
C. albicans S I T R O I I NG T B N R IR T R A e B I
C. tropicalis S0 N R R N I IR VA N I I N IR I VA N R IR
Cparapsilosis | - | + | - |-+ +| -V |+ +)+]-|-1+1-1-1-1-1V
C. krusei -+ -1 -tt-t-10-0-r-r-1-r-tr+r-r-l-t-
Couiliermondii| - | + | - |-+ 1+ -1+ +|+|+]-1-1+]+]-|-1+1]V
C. glabrata N T I R I O I D A N T R R R R B N T
C. neoformans | - CO R T R R I VA B VA N T AN IR IR B B
Geotrichum S R IS N N I I IR I R I IR BN VAN RS S B
Trichosparon SO T T T I I T N NNV ANV N RV AR INE U BN B
Rhodotorula sp | - CO R T R VA I VA B N N N AR IR N R B
Saccharomyces | - B R R ™ T D e A T D R DR DU AR R (NS BRV

Tg: tubo germinativo, Ar: artrésporo, Ur: urease, Sa: sacarose, Ma: maltose, La : lactose, Ce : celubiose, Tr:
trealose, Ra : rafinose, X : xilose, I : inositol, NOs3 : nitrato, Gl : glicose, + : pos, - : neg, V: varidvel.

Fonte: ANVISA, 2004
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A identificacdo de leveduras especificas como Candida albicans e Candida spp., pode
ser feita através de provas fisiologicas (Figura 2) comuns e simples como: prova do tubo
germinativo e filamentacdo em cultivo em lamina. Nestas é possivel avaliar a capacidade de
producdo de hifas hialinas ramificadas que podem se fragmentar em esporos, chamados
artroconidios. Estas hifas estdo presentes nos géneros Geotrichum spp. e Trichosporon spp.
Entretanto, se a levedura apresentar hifas hialinas ndo fragmentadas, provavelmente essa
pertence ao género Candida spp. e, se visualizadas formagao de clamiddsporos caracteristicos,
€ Candida albicans. Leveduras do género Rhodotorula spp., que como em regra, exibem
colonias com pigmento avermelhado ou salméo, sdo positivas na prova enzimatica da urease,
assim como outros géneros, incluindo Candida spp., ainda assim, outras caracteristicas podem

ser utilizadas na sua identificacdo (ANVISA, 2004).

Figura 2. Provas fisioldgicas para identificacio dos principais géneros e espécies de leveduras.

Tubo Germinativo

Positive MNegative o Cultive em lamina
L

- -

’— Hifas Somente blastoconidios

Artrosporadas nac-artrosporadas

+ blastoconidios Prova da Urease
com sem Po=sitiva Megativa
blastoconidios blastoconidios

Associar & cor da colénia

Laranja, Avermelhada, Salm3o Branca Bege

Associar & pesquisa de capsula

Positiva Megativa

v
Auxanograma e
Zimograma

Fonte: ANVISA, 2004
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3.7 Tratamento

Os antimicrobianos utilizados no tratamento das infeccdes fliingicas podem agir sobre o
hospedeiro sendo potencialmente toxicos para suas células tendo em vista as semelhancas
existentes entre a célula fungica e as células dos seres humanos (SIDRIM; ROCHA, 2010). O
arsenal terapéutico de firmacos antifiingicos atualmente disponiveis se situam nas seguintes
categorias: farmacos sist€émicos (orais ou parenterais) para infecgdes sist€micas, farmacos
sistémicos orais para infeccdes mucocutaneas e farmacos tépicos para infeccdes mucocutaneas
(KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

De acordo com o seu modo de acdo (Figura 3) os antifiingicos, de forma geral, podem
ser reunidos em quatro classes: os polienos, que causam alteracdes ao nivel da membrana
fingica por interagirem com o ergosterol, exemplos destes fdrmacos sdo a nistatina e
anfotericina B e as formulagdes lipidicas; os inibidores da sintese do ergosterol, principal
componente da membrana celular dos fungos, representantes deste grupo sdo os derivados
azolicos, imidazdlicos e triazdlicos (cetoconazol, fluconazol, voriconazol) e atualmente o
posaconazol; os inibidores da sintese de DNA e RNA (andlogos das pirimidinas), onde se
encontra inserida a flucitosina (pré-farmaco) que é convertida 5-fluorocitosina (5-FC) pelas
células flingicas e as equinocandinas (caspofungina, anidulafungina e micafungina), as quais
inibem a sintese do 1,3-g-D-glucano, principal integrante da parede celular fingica

(SANGLARD; ODDS, 2002; BERGOLD; GEORGIADIS, 2004).

Figura 3. Alvos de medicamentos antiftingicos.
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Fonte: KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014.
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No tratamento das infec¢des flingicas deve-se considerar diversos fatores, dentre eles, o
tipo de micose, o agente etioldgico, o quadro do paciente e os antiflingicos que, sdo limitados.
Porém, nos udltimos anos, a terapia antiftingica tem avancado pela disponibilidade de novos
agentes ativos sistematicamente e novas formulacdes de agentes ja existentes, com compardvel
eficacia e menor toxicidade (SIDRIM; ROCHA, 2010; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER,
2011).

3.8 Resisténcia aos antifiingicos

A resisténcia antifingica continua crescendo juntamente com a incidéncia de infecgdes
que, teve um aumento mundial nos ltimos anos, apesar do surgimento de novos farmacos com
acdo antiftingica, o que se deve, em grande parte, ao crescimento da sobrevida da populacao
imunodeprimida, automedica¢do e uso indiscriminado de antimicrobianos de largo espectro
(PFALLER, 2012).

Os mecanismos de resisténcia antifingica podem ser classificados como primérios ou
secunddrios e dependem das caracteristicas intrinsecas ou adquiridas dos fungos patogénicos.
A resisténcia intrinseca € um processo natural, ocorre mesmo que a espécie nunca tenha entrado
em contato com a substancia antifiingica. A resisténcia adquirida, por sua vez, desenvolve-se
quando o paciente faz uso irracional de antifingicos (RIBEIRO et al., 2004; SANTOS et al.,
2009; PFALLER, 2012).

Quando se trata dos mecanismos moleculares, sdo diversos os envolvidos na resisténcia
aos antifiingicos. Alguns eventos podem desencadear essa resisténcia como as alteragdes do
sitio alvo das moléculas com agdo terapéutica, “sobre expressao” da molécula alvo, reducao da
quantidade intracelular do farmaco (efluxo), extravio das proteinas transmembranares
(porinas), modificagdes na biossintese de esterodis, producdo de enzimas fungicas capazes de
degradar as drogas administradas (Figura 4, p.28) (GHANNOUM; RICE, 1999; SANGLARD:;
ODDS, 2002).

De acordo com MARTINEZ-ROSSI et al. (2008), existem outros fatores que
contribuem para o desenvolvimento da resisténcia aos antifiingicos. Dentre eles, destacam-se o
aumento na desintoxicagdo, que ocorre por modificacdes na molécula com concomitante perda
da acdo fungica apds a entrada na célula fungica e a adaptagdo por evitamento, que se

caracteriza pela adaptacdo do metabolismo do fungo de modo que o local bloqueado ndo seja
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utilizado. Além disso, vale ressaltar que a capacidade de producao de biofilmes nas superficies,
pelos fungos patogénicos representam uma possivel barreira a eficiente penetracdo dos
farmacos com agdo antifiingica e, portanto, € vista como outra possibilidade para o surgimento

de resisténcia fiingica (SANGLARD et al., 2003).

Figura 4. Mecanismos moleculares pelos quais a célula microbiana podem desenvolver resisténcia.
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(1)“Sobre expressao” da enzima-alvo, de forma que o firmaco ndo impossibilita a reacdo bioquimica por completo;
(2) alteragdo do alvo do farmaco para que esse ndo consiga se ligar; (3) a partir de uma bomba de efluxo o fAirmaco
¢é expulso; (4) impedimento da entrada do firmaco na membrana celular/ nivel da parede celular, (5) a célula tem
um caminho de desvio que compensa a perda de disfuncdo da inibi¢do em razdo da atividade do farmaco; (6)
inibi¢do de “’enzimas’’ com agdo conversora de farmacos inativos nas suas formas ativa; (7) enzimas com agfo de
degradacdo de farmaco sdo secretadas pela célula para o meio extracelular.

Fonte: GRANNOUM,; RICE, 1999.

A compreensdo dos meios responsaveis pela conferéncia aos fungos de resisténcia sao
essenciais para o desenvolvimento de modificacdes estruturais nos antifungicos disponiveis no
mercado (PERES et al., 2010). Portanto, evidencia-se a urgente necessidade de se introduzir
novos agentes antifiingicos no arsenal terap€utico disponivel, assim como, de estratégias

resolutivas frente a resisténcia fungica.



29

3.9 Compostos heterociclicos contento o anel 1,2,4-oxadiazol

A maioria dos antifingicos clinicamente utilizados, tem varios inconvenientes em
termos de toxicidade, eficicia e custo, e sua utiliza¢do frequentemente leva ao aparecimento de
espécies resistentes. Assim, existe uma grande demanda por novas estratégias terapéuticas, a
partir de produtos de origem natural ou sintética, visando melhores efeitos farmacolégicos,
toxididade seletiva e menos efeitos colaterais (ABAD; ANSUATEGUI; BERMEJO, 2007;
MOHAMMED; RAVISHANKAR, 2016; SANCHES-MALDONATO; SCHIEBER;
GANZLE, 2016; GHANNOUM; SEVIN; SARKANY, 2016).

Compostos contendo o anel 1,2,4-oxadiazdlico (Figura 5) possuem intimeras aplicacdes
bioldgicas, dependendo da molécula no qual este € incorporado. A literatura descreve inimeros
exemplos de compostos que apresentam suas propriedades fisico-quimicas ou bioldgicas
melhoradas quando este anel heterociclico foi incorporado em suas estruturas. Além disso,
inimeras moléculas contendo este anel apresentaram vérios efeitos bioldgicos como:
antiasmaticos, antidiabético, agentes anti-inflamatérios, agentes antitumorais, agentes
neuroprotetores (contra doencas de Parkinson e Alzheimer), imunossupressores, antioxidantes

e agentes antimicrobianos (PACE; PIERRO, 2009; GOBEC et al., 2015).

Figura 5. Estrutura do anel 1,2,4-oxadiazdlico
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Fonte: Pesquisador, 2017.

No que diz respeito a atividade antimicrobiana, compostos que apresentam em sua
estrutura o anel 1,2,4-oxadiazol demonstraram atividade contra micobactérias maior que o

composto de referéncia pirazinamida. Outro exemplo disso, sdo substincias triazdlicas e


http://link.springer.com/article/10.1007/s13555-016-0093-x#author-details-1
http://link.springer.com/article/10.1007/s13555-016-0093-x#author-details-2
http://link.springer.com/article/10.1007/s13555-016-0093-x#author-details-3
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tetrazdlicas com tal anel, que tiveram suas atividades aumentadas em dezesseis vezes contra
linhagens de bactérias resistentes (GEZGINCI; MARTIN; FRANZBLAU, 2001; JO et al.,
2004).

Em um estudo desenvolvido por Tale et al. (2011), evidenciou-se significativa atividade
antifdngica de novos derivados do 1,2,4-oxadiazol contra fungos como Aspergillus niger e
Fusarium solani, onde todos os compostos testados foram eficientes na inibicdo dos fungos,

quando comparada a a¢do do miconazol, usado como referéncia, no teste.
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4. METODOLOGIA

4.1 Local de trabalho

Os testes de atividade antiftingica foram realizados no Laboratério de Micologia e
Microbiologia do Centro de Educacdo e Sadde (J-11), da Universidade Federal de Campina
Grande, campus Cuité/PB.

4.2 Produtos sintéticos

Os compostos, cujas as atividades antifingicas foram averiguadas, sdo heterociclicos que
apresentam em comum o anel 1,2,4-oxadiazol, sendo elas: (E)-3-fenil-5-estiril-1,2,4-oxadiazol
(Composto A); (E)-5-estiril-3-(p-toluil)-1,2,4-oxadiazol (Composto B); (E)-5-estiril-3-(m-
toluil)-1,2,4-oxadiazol ~ (Composto  C);  (E)-3-(4-bromofenil)-5-estiril-1,2,4-oxadiazol
(Composto D); (E)-3-(2-clorofenil)-5-estiril-1,2,4-oxadiazol (Composto E); (E)-3-(4-
clorofenil)-5-estiril-1,2,4-oxadiazol (Composto F); (E)-3-(4-piridin-1-il)-5-estiril-1,2,4-
oxadiazol (Composto G) e (E)-3-(2-hidroxifenil)-5-fenil-1,2,4-oxadiazol (Composto H)
(Figura 6).

Figura 6. Estrutura dos compostos 1,2,4-oxadiazélicos avaliados no teste da atividade antifiingica
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Fonte: Pesquisador, 2017.
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As substancias citadas foram sintetizadas e cedidas a partir do trabalho de mestrado em
Ciéncias Naturais e Biotecnologia - UFCG/CES do aluno Erick Caique Santos Costa, inicio da
pesquisa 2015, titulo Sintese e Atividade Biolégica de Oxadiazéis com Arquitetura Molecular
Semelhante a (R)-Goniotalamina, sob orienta¢do do professor Juliano Carlo Rufino de Freitas.

Os produtos permaneceram armazenados em um frasco &mbar e mantidos em temperatura
ambiente no Laboratério de Microbiologia. As solucdes, nas diferentes concentragdes, foram
preparadas no momento de execucdo dos ensaios, dissolvendo-se, quando necessario, Os

produtos em acetato de etila.

4.3 Produto controle

Cetoconazol (antifingico comercial adquirido da Sigma-Aldrich®) foi utilizado para o
controle positivo nos teste de atividade antifingica. As solu¢des também foram preparadas no

momento de execugao dos testes.

4.4 Fungos

Os fungos que foram utilizados nos ensaios de atividade biolégica sdo provenientes de
isolados clinicos e foram cedidas pelo laboratério de Microbiologia (JI1) do Centro de
Educagao e Saide (CES) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) ou cedidas pela
professora Edeltrudes de Oliveira Lima do laboratério de Micologia da Universidade Federal

da Paraiba (UFPB). E consistiram nas seguintes espécies:

v Leveduras: Candida tropicalis HU-01, Trichosporon inkin LM-67, Geotrichum 1LM-03
e Rhodotorula LM-014.

v" Filamentosos: Aspergillus flavus LM-27, Aspegillus niger LIB-01 e Rhizopus orizae
LM-64.

4.5 Meios de cultura

Os meios de cultura necessarios aos ensaios microbiologicos foram os meios dgar
Sabouraud dextrose (ASD) e caldo Sabouraud dextrose (CSD), preparados de acordo com as

instrucdes do fabricante. Para conservagdo das cepas e preparacido do in6culo foi utilizado o
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dgar Sabouraud dextrose (ASD), também adquirido da Sigma Aldrich®. Os meios foram

solubilizados com dgua destilada e esterilizados em autoclave, a 121°C por 15 minutos.

4.6 Inéculo

Na preparacdo do inéculo dos fungos leveduriformes (Figura 7), os isolados foram
primeiramente cultivados em meio ASD acrescido do antibidtico cloranfenicol, com a
finalidade de inibir o crescimento de bactérias que, porventura, estejam contaminando o meio,
inclinado a 35°C por 24 h (overnight). Inicialmente preparadas suspensdes dos microrganismos
em tubos contendo salina estéril (NaCl a 0,9%). As suspensdes foram agitadas por 2 minutos
com auxilio do aparelho Vortex Biomixer e, apds agitacdo, cada suspensao teve sua turbidez
comparada e ajustada, utilizando o aparelho Espectrofotometro Bel Photonics SP 1102, para a

transmitancia de 70%, no comprimento de onda de 530 nm, correspondendo, aproximadamente

a 10° UFC/mL.

Figura 7. Representacdo esquematica da preparacio do in6culo dos fungos leveduriformes
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Fonte: Pesquisador, 2017.
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Para preparacdo do in6culo dos fungos filamentosos (Figura 8), primeiramente os
isolados foram cultivados em meio ASD com cloranfenicol a 28°C por 7-15 dias, para induzir
a quantidade necessaria de conidios. As colonias fiingicas recentes foram devidamente cobertas
com salina estéril (NaCl 0,9%), e as suspensdes feitas por suaves agitacdes. A mistura resultante
de conidios e fragmentos de hifas foi retirada e transferida para tubos de ensaio esterilizados.

Assim como as suspensdes dos fungos leveduriformes, todas as suspensdes dos fungos
filamentosos também foram agitadas por 2 minutos com auxilio do aparelho Vortex Biomixer
e, apds agitacdo, cada suspensdo teve sua turbidez comparada e ajustada, utilizando o aparelho
Espectrofotometro Bel Photonics SP 1102, para a transmitancia de 70%, no comprimento de

onda de 530 nm, correspondendo, aproximadamente a 10° UFC/mL.

Figura 8. Representagdo esquematica da preparacio do in6culo dos fungos filamentosos

D 2) 3) 4)

e

CEPA ASD ASD + SALINA
FILAMENTOSO FESTERII.

(7) (6)

TRANSFERENCIA
PARA TUBO
ESTERIL.
AJUSTE DA AGITACAO DA
TURBIDEZ SUSPENSAO

Fonte: Pesquisador, 2017.
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4.7 Atividade antifingica in vitro

4.7.1 Triagem microbioldgica

A triagem microbiolégica para avaliacdo do potencial antifingico dos produtos foi
realizada com base na técnica de difusdo em meio s6lido com discos de papel de filtro
(HADACEK; GREGER, 2000). Em cada placa de Petri (90 x 15 mm) estéril, adicionou-se 20
mL do meio ASD fundido a 50°C. Ap6s solidificacdo do meio, esse teve toda a sua extensao
semeada com auxilio de swab. Para tanto, fez-se estrias com movimentos em ziguezague
longitudinais e transversais. Em seguida, discos papel de filtro (Sensiobiodisc do Centro de
Controle e Produtos para Diagndsticos Ltda — CECON/SP) embebido com 20 pL. do produto
teste, foram depositados na superficie do meio de cultura ao centro da placa. Todo o sistema
ficou incubado a 36°C por 24/48 horas no caso de leveduras e a 28°C por 7-15 dias para
filamentosos.

Os ensaios sao realizados em duplicata e o resultado expresso pela média aritmética dos
halos de inibicdo obtidos. A atividade antifiingica € considerada positiva quando a média dos

halos de inibicao for superior ou igual a 10 mm de diametro.

4.7.2 Determinagdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada pela técnica de microdiluicdo seriada, utilizando
placas de microdiluicdo contendo 96 cavidades com fundo em forma de “U” (Figura 9, p.36) e
em triplicata, apenas com aqueles produtos que apresentaram atividade antiftiingica na triagem
microbiol6gica (SOUZA et al., 2007; MOREIRA et al., 2010). Essa etapa foi determinada
conforme recomendacdes da norma técnica M38-A e M27-A2 do Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI) ambas publicadas em 2002.
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Figura 9. Esquema da microplaca utilizada na diluicdo de compostos heterociclicos que apresentam

em comum o anel 1,2,4-oxadiazol.
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Fonte: Pesquisador, 2017

Em cada orificio da placa de microdilui¢cdo foram adicionados 100 pL da substancia
teste diluida no caldo Sabouraud dextrose duplamente concentrado, em concentracdes variando
de 4000 pg/mL a 3,9 pg/mL (Figura 10). Em seguida, 10 pL da suspensdo fingica foram
adicionados a cada orificio da placa contendo o meio com o produto (Figura 11). As dilui¢cdes

foram realizadas nas colunas de 1 a 10.

Figura 10. Adi¢io das substincias teste Figura 11. Adi¢ao das suspensdes fingicas
diluidas aos orificios da placa de aos orificios contendo o meio e as
microdilui¢io contendo o meio. substancias teste.

Fonte: Pesquisador, 2017. Fonte: Pesquisador, 2017.
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Na coluna 11 foi realizado o mesmo experimento com o cetoconazol que foi dissolvido
em dimetilsulféxido (DMSO) e diluido no meio de cultura numa concentracdo de 16 a 0,03
pg/mL.  Paralelamente, na coluna 12, foi realizado o controle de viabilidade dos
microrganismos (controle positivo) colocando-se 100 uL do caldo Sabouraud duplamente
concentrado, sem os produtos teste, juntamente com os microrganismos nas cavidades de F a
H. Nas cavidades de A a C, da mesma coluna, foi realizado o controle negativo adicionando
somente o caldo estéril. Todas as placas foram seladas e incubadas 36°C para leveduras por

24/48 horas e a 28°C para os filamentosos por 7-15 dias.

Os valores de CIM foram determinados pela andlise visual da inibi¢do do crescimento em
cada cavidade, comparando com o controle (ausente de drogas). Define-se a CIM para os
produtos testados como a menor concentragdo capaz de inibir 100% o crescimento flingico
verificado nos orificios. Os ensaios foram realizados em triplicata e o resultado expresso pela

média geométrica dos resultados.

4.7.3 Determinagao da Concentracdo Fungicida Minima (CFEM)

Ap6s realizacdo da microdiluicao para determinacao da CIM dos produtos, aliquotas de
20 uL dos produtos presentes nas cavidades onde ndo apresentaram crescimento fiingico foram
semeadas em ASD, desprovidas de qualquer antifingico. Todo o sistema foi incubado em
seguida, conforme o tipo de microrganismo. Os ensaios foram realizados em triplicata e o
resultado expresso pela média geométrica das CFM obtidas nos dois ensaios. A CFM foi
definida como a menor concentracdo dos produtos testados onde a cepa teste ndo mostrou
capacidade de crescimento maior que trés unidades formadoras de colonia (UFC), quando

inoculada no meio de cultura isento de antiftingicos (RASOOLI; ABYANEH, 2004).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos apds o teste de triagem microbiolégica para avaliacdo da atividade
antifdngica dos compostos heterociclicos contendo o anel 1,2,4-oxadiazol sobre as cepas de
Candida tropicalis, Trichosporon inkin, Geotrichum spp. e Rhodotorula spp. evidenciaram
resisténcia flingica nas condicdes experimentais utilizadas, uma vez que ndo foram obtidos

halos de inibicdo (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados do screening da atividade antifingica dos compostos heterociclicos que

possuem o anel 1,2,4-oxadiazol a partir do método de difusdo em disco.

FUNGOS ESPECIE HALO DE INIBICAO
Candida tropicalis Ausente
Geotrichum spp. Ausente
LEVEDURIFORMES Rhodotorula spp. Ausente
Trichosporon inkin Ausente

A inexisténcia de estudos na literatura cientifica que avaliem a atividade antifiingica a
partir do método de difusdo em disco, desses heterociclicos contendo anel 1,2,4-oxadiazol
frente a essas mesmas espécies flingicas impossibilita a comparacdo de dados com outras
pesquisas que avaliaram heterociclicos contendo o anel 1,2,4-oxadiazol. Contudo, a atividade
antifiungica tem sido relatada para outros heterociclicos, contendo o anel 1,2,4-oxadiazol, a
exemplo do trabalho de Krishna et al. (2015), os quais realizaram a sintese de derivados do
1,2,4 — oxadiazol andlogos da cumarina e, alguns dos produtos obtidos apresentaram atividade
antifiungica, utilizando o método de difusdo em disco, frente as cepas filamentosas de
Aspergillus terreus € Rhizoctonia solani.

Diante do resultado obtido e tendo em vista que o método da difusdo em meio s6lido
fornece informagdo qualitativa porém, proficua, para estabelecer a sensibilidade de
microrganismos aos compostos heterociclicos, que possuem o anel 1,2,4-oxadiazol, optou-se

por ndo realizar tal método frente as cepas filamentosas.
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Dai, utilizou-se a técnica da microdilui¢c@o para verificar tanto a sensibilidade das cepas
fungicas leveduriformes, quanto dos filamentosos. A determina¢do da Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) fornece informagdes quantitativas quanto a sensibilidade de microrganismos
aos compostos heterociclicos, que possuem o anel 1,2,4-oxadiazol, determinando-se assim, a
menor quantidade desses compostos necessdria para inibir o crescimento dos microrganismos-
teste. A CIM de tais substincias foi determinada utilizando-se um total de sete cepas sendo

elas, quatro leveduriformes e trés filamentosas (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados da determinag@o da Concentragao Inibitéria Minima dos compostos

heterociclicos que possuem o anel 1,2,4-oxadiazol em fungos leveduriformes e filamentosos.

ESPECIE Compostos Heterociclicos (ug/mL)
FUNGICA A B C D E F G H
Candida tropicalis + + + + + + + +
Geotrichum spp. + + + + + + + +
Rhodotorula spp. + + + + + + + +
Trichosporon inkin + + + + + + + +
Aspergillus flavus + + + + + + + +
Aspegillus niger + + + + + + + +
Rhizopus orizae
L M-64 4000 | 4000 | 4000 | 4000 | 4000 | 4000 | 1000 | 4000

Substéncias testadas: [A]: (E)-3-fenil-5-estiril-1,2,4-oxadiazol; [B]: (E)-5-estiril-3-(p-toluil)-1,2,4-oxadiazol;
[C]: (E)-5-estiril-3-(m-toluil)-1,2,4-oxadiazol; [D]: (E)-3-(4-bromofenil)-5-estiril-1,2,4-oxadiazol; [E]: (E)-3-(2-
clorofenil)-5-estiril-1,2,4-oxadiazol; [F]: (E)-3-(4-clorofenil)-5-estiril-1,2,4-oxadiazol; [G]: (E)-3-(4-piridin-1-il)-

5-estiril-1,2,4-oxadiazol; [H]: (E)-3-(2-hidroxifenil)-5-fenil-1,2,4-oxadiazol. [+]: crescimento flingico.

De acordo com a tabela acima, os compostos heterociclicos, de A a H, que possuem
o anel 1,2,4-oxadiazol apresentaram atividade antifungica somente contra o fungo filamentoso
Rhizopus orizae LM-64 com CIM igual a 1000 pg/mL para a substancia G e de 4000 pg/mL

para as demais substancias. Segundo Houghton e colaboradores (2007), substancias que
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apresentam valores de CIM entre 500 a 1000 pg/mL, sdao consideradas de baixa atividade e,
substancias com CIM superior a 1000 pg/mL, sdo consideradas inativas, portanto, pode-se
inferir que a substincia G tem baixa atividade e que as demais substancias sdo inativas. Em
contra partida, Srivastava et al. (2003) avaliando a atividade antifiingica de cinco substancias
que também contém o anel 1,2,4-oxadiazol, perceberam que estes demonstraram possuir
atividade contra algumas bactérias e contra a levedura Candida albicans, com a CIM variando
entre 0,2 a 0,4 pg/mL.

De posse da CIM, determinou-se a Concentragdo Fungicida Minima (CFM) para os

compostos de A a H frente a cepa do fungo filamentoso Rhizopus orizae LM-64 (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados da determinagao da Concentragao Fungicida Minima dos compostos

heterociclicos que possuem o anel 1,2,4-oxadiazol contra o fungo filamentoso Rhizopus orizae LM-64.

CFM(pug/mL)
SUBSTANCIAS Rhizopus orizae LM-64
INIBITORIA FUNGICIDA
A 4000 +
B 4000 4000
C 4000 4000
D 4000 4000
E 4000 4000
F 4000 4000
G 1000 +
H 4000 4000

De acordo com a tabela acima, os compostos A e G apresentaram apenas atividade

inibitdria e, as demais substancias apresentaram atividade inibitoria e fungicida com CIM e
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CFM de 4000 pg/mL. Em contrapartida, os compostos da classe dos 2-tiona-1,3,4-oxadiazdis,
avaliados por Meira (2015), demonstraram melhores resultados, tendo em vista que a substancia
nomeada por 2-(3-metil-5-trifluormetil-1H-pirazol-1-il)-5-(2-tiona-3H-1,3,4-oxadiazol-5-il)-
piridina apresentou CFM de 31,25 ug/mL frente as cepas de Trichophyton mentagrophyte e
Trichophyton rubrum e, o composto 2-(3-fenil-5-trifluormetil-1H-pirazol-1-il)-5-(2-tiona-3H-
1,3,4-oxadiazol-5-il)-piridina foi fungicida para os dermatéfitos Microsporum canis,
Trichophyton mentagrophyte e Trichophyton rubrum com CFM de 7,81 pug/mL.

E notédvel que os resultados encontrados na literatura e a atividade antimicrobiana dos
compostos avaliados sdo conflitantes portanto, é importante enfatizar que qualquer mudanga na
cadeia lateral, em qualquer posicdo do anel oxadiazélico, é capaz de influenciar no efeito

antimicrobiano dessas substancias.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nos permitem concluir que esses compostos heterociclicos que
contém o anel 1,2,4-oxadiazdlico, nestas condi¢cdes experimentais, ndo apresentaram atividade
antifdngica frente as leveduras Candida tropicalis, Trichosporon inkin, Geotrichum spp. e
Rhodotorula spp. e os filamentosos Aspergillus flavus e Aspegillus niger e, apresentaram baixa
atividade frente a cepa filamentosa Rhizopus orizae LM-64.

E, ainda que constatada a resisténcia flingica a alguns dos compostos testados, ou a baixa
atividade dos mesmos, este resultado contribui para o conhecimento da potencialidade
terapéutica dessa classe de compostos. Além disso, vale ressaltar o pioneirismo desse trabalho,
tendo em vista que este € o primeiro relato da atividade antifiingica desse grupo de compostos

heterociclicos que contém o anel 1,2,4-oxadiazélico.
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