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RESUMO

A candidiase é a infec¢do fungica oportunista mais prevalente e tém como agentes
etioldgicos, espécies pertencentes ao género Candida. Em decorréncia de diversos fatores, 0s
isolados de Candida spp. se tornam resistentes aos farmacos utilizados para o tratamento dos
casos de candidiase. Portanto, estudos que buscam novos compostos naturais ou sintéticos sdo
importantes para suprir a lacuna criada pela resisténcia celular e, consequentemente, uma
possivel alternativa medicamentosa. A hibridizacdo molecular ¢ um método para a obtencdo de
compostos sintéticos que tem como principio a unido de dois ou mais grupos farmacoféricos
em uma Unica molécula. Neste contexto, o presente estudo visa avaliar trés compostos hibridos
de 2-isoxazolina azabiciclica com tiazolidina-2,4-diona e com tiossemicarbazona quanto a sua
atividade anti-Candida e quanto a interacdo com o fluconazol. Ao todo, foram testados pela
técnica de difusdo em disco de papel (M44-A2 — CLSI) 20 isolados clinicos de Candida spp. e
pelas técnicas de microdiluicdo em caldo (M27-S4 — CLSI) e checkerboard (tabuleiro de
xadrez) 10 isolados clinicos de Candida spp. Ao final dos testes, nenhum dos compostos
hibridos inibiu o crescimento de células plancténicas dos isolados de Candida spp. nas
diferentes técnicas e nas concentracfes testadas. Contudo, quando combinados ao fluconazol
dois hibridos de 2-isoxazolina azabiciclica e tiossemicarbazona exerceram efeito sinérgico
apresentando Indice de Concentracao Inibitdria Fracionaria — FICI — menor que 0,5 (0,27294 e
0,26513) frente a Candida albicans URM 4990. Por apresentarem sinergismos ao serem
combinados com o fluconazol ha a necessidade da realizacdo de mais testes in vitro e in vivo
para determinar se em diferentes isolados dessa espécie, tal interacdo permanece e se é possivel

utiliza-la em casos com resisténcia ao fluconazol comprovada.

Palavras-chave: Sinergismo. Antagonismo. Antifungico. Checkerboard. 2-isoxazolina aza-

biciclica.



ABSTRACT

Candidiasis is the most prevalent opportunistic fungal infection and have as etiological
agents, species belonging to the genus Candida. Due to several factors, the isolates of Candida
spp. become resistant to the drugs used to treat cases of candidiasis. Therefore, studies that look
for new natural or synthetic compounds are important to fill the gap created by cell resistance,
and thus a possible drug alternative. Molecular hybridization is a method for the preparation of
synthetic compounds having as a principle the joining of two or more pharmacophoric groups
into a single molecule. In this context, the present study aims to evaluate three hybrid
compounds of azabicyclic 2-isoxazoline with thiazolidine-2,4-dione and with
thiosemicarbazone for its anti-Candida activity and for its interaction with fluconazole. In all,
20 clinical isolates of Candida spp. were tested by the paper disc diffusion technique (M44-A2
- CLSI) and broth microdilution techniques (M27-S4 - CLSI) and checkerboard (clinical chess)
10 clinical isolates of Candida spp. At the end of the tests, none of the hybrid compounds
inhibited the planktonic cell growth of Candida spp. in the different techniques and
concentrations tested. However, when combined with fluconazole, two hybrids of azabicyclic
2-isoxazoline and thiosemicarbazone had a synergistic effect with Fractional Inhibitory
Concentration Index - FICI - less than 0.5 (0.27294 and 0.266513) compared to Candida
albicans URM 4990. Synergism when combined with fluconazole, there is a need for more in
vitro and in vivo tests to determine if this interaction remains in different isolates of this species

and if it is possible to use it in cases with proven resistance to fluconazole.

Keywords: Synergism. Antagonism. Antifungal. Checkerboard. Aza-bicyclic 2-isoxazoline.
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1 INTRODUCAO

As micoses oportunistas sdo causadas por fungos que, normalmente, ndo séo considerados
patogénicos, mas que por um desequilibrio da microbiota normal ou da imunidade do hospedeiro
possibilita a expressdo de fatores de viruléncia, ocasionando a invasdo e a propagacao flngica com
posterior lesdo ao hospedeiro. A mais comum entre tais micoses € a candidiase, esta é causada por
diferentes espécies de Candida (Sidrim e Rocha, 2004; Kauffman, 2005).

Mais de 200 espécies de Candida sdo conhecidas, contudo apenas cerca de 10% séo
prejudiciais a salde humana, dentre estas a predominantemente isolada é Candida albicans,
entretanto infeccBes por Candida ndo-C. albicans tem se tornado frequente, principalmente por C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii e C. auris (Colombo e Guimaraes,
2003; Celebi et al., 2008; Dalazen et al., 2011; Pedroso et al., 2014; Althaus et al., 2015; Ozer,
Durmaz e Yula, 2016; Welsh et al., 2017; Sadeghi et al., 2018).

Por outro lado, a incidéncia de isolados clinicos resistentes a farmacos vem se tornando
frequente, por conta disso se faz necessaria a mudanca do esquema terapéutico usual, estimulando
assim a utilizacdo de drogas néo rotineiras que podem resultar no surgimento de novas resisténcias.
Tal cenério, acarreta a busca por novos compostos com atividade anti-Candida spp. para suprir as
possiveis lacunas medicamentosas (Celebi et al., 2008; Dalazen et al., 2011; Althaus et al., 2015).

Uma possibilidade, € a sintese de farmacos com mais de um grupo farmacofoérico por meio
do método de hibridizagdo molecular, estes podem possuir propriedades farmacoldgicas distintas ou
ndo, originando moléculas hibridas novas ou melhoramento dos medicamentos j& existentes. Contudo
essas novas moléculas, apos sintetizadas, podem apresentar atividade farmacoldgica diferente do
original ou do efeito esperado, ou, em alguns casos, nenhuma acéo final (Arroio, Honorio e Silva,
2010).

Compostos que possuiam o nucleo isoxazolina em sua estrutura apresentaram, em pesquisas,
por exemplo, atividade anticancerigena (Kamal et al., 2011; Lingaraju et al., 2018), antimicrobiana
(Mandawad et al., 2014; Nikam et al., 2015; Prajapti et al., 2015), antiinflamatoria e analgésica
(Chavan e Khadke, 2012), antioxidante (Kallitsakis et al., 2017).

Diante do indicio de diferentes atividades de tal nicleo em estrutura hibrida, o presente estudo
tem por objetivo testar a atividade antifungica de hibridos de 2-isoxazolina azabiciclica frente a
isolados de Candida spp. sensiveis e resistentes ao fluconazol, além da interacdo dos compostos

hibridos com o fluconazol.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CANDIDIASE

2.1.1 Definicdes e caracteristicas

As micoses oportunistas séo um grupo de infecgdes causadas por fungos que normalmente
ndo sdo considerados patogénicos, mas que com o desequilibrio da microbiota normal ou a baixa da
imunidade do hospedeiro comegam a expressar fatores de viruléncia que por consequéncia o0s torna
infeccioso, como exemplos deste tipo de infeccdo temos a aspergilose, a fusariose e a candidiase. A
candidiase ou candidose é considerada a mais comum e tem como agente etiologico espécies fungicas
pertencentes ao género Candida (Sidrim e Rocha, 2004; Colombo et al., 2013).

O género Candida, pertence taxonomicamente no Filo Ascomycota, compreende cerca de 200
espécies, destas, cerca de 10% sdo prejudiciais a saude humana. Das infeccdes por Candida sp. cerca
de 50 a 65% sdo causadas pela espécie C. albicans, as demais sdo causadas por espécies ndo-C.
albicans, entre elas estdo incluidas C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii, C. auris e
complexo C. parapsilosis (Calderone, 2002; Barbedo e Sgarbi, 2010; Colombo et al., 2013; Ericsson
et al., 2013; Shigemura et al., 2014; Bitew e Abebaw, 2018).

Determinadas caracteristicas destas leveduras apresentam alta patogenicidade e causam
prejuizos a satde do ser humano, por exemplo, estas podem crescer a 37 °C, produzem metabolitos
que geram manifestacdes alérgicas imediatamente ou tardiamente, produzem enzimas (lipases e
proteases, como exemplo), conseguem se aderir as células do hospedeiro e outras formam estruturas
filamentosas, hifas e pseudohifas, que podem representar uma barreira a mais para o sistema imune,
além de conseguirem modular o sistema imune do hospedeiro (Sidrim e Rocha, 2004; Barbedo e
Sgarbi, 2010; Sobel, 2014).

Algumas espécies de Candida compdem a microbiota humana, sendo presente na mucosa
oral, na pele, no trato respiratorio superior, no intestino grosso, no ouvido externo, na uretra anterior
e na genitalia externa de individuos saudaveis (Sidrim e Rocha, 2004; Barbedo e Sgarbi, 2010;
Rizzetto, De Filippo e Cavalieri, 2015).

A candidiase se manifesta clinicamente de diferentes formas e em diferentes locais,
acometendo frequentemente a mucosa oral, vaginal e esofagica, sendo desde les6es mais superficiais
a lesdes invasivas ou disseminadas, alem de ser classificada como uma Infeccdo Sexualmente
Transmissivel (IST) (Sidrim e Rocha, 2004; OMS, 2005; Barbedo e Sgarbi, 2010; Sobel, 2014).
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2.1.2 Espécies de Candida envolvidas em casos de candidiase

Diferentes espécies de Candida s&o responsaveis pela infeccdo conhecida como candidiase, a
mais prevalente é Candida albicans. Alguns fatores intrinsecos de C. albicans garantem uma maior
patogenicidade e consequentemente um elevado poder de invasdo quando comparadas as outras
espécies, justificando, de certa forma, que a maioria dos casos sejam associados a ela. Sdo exemplos
dessas caracteristicas, a formacéo de tubo germinativo, formacéo de biofilme, o polimorfismo celular
que é resultante da mudanca de temperatura e pH do meio, a secre¢do de inimeras substancias, como
adesinas, invasinas, proteases e fosfolipases, além da facilidade de interacdo com as células epiteliais
ao se considerar a adesao, invasao e dano celular (Sidrim e Rocha, 2004; Barbedo e Sgarbi, 2010).

Candida glabrata ndo apresenta a capacidade de formagéo de tubo germinativo, hifas ou
pseudo-hifas, tais estruturas garantem uma elevada invasdo tecidual. Contudo, esta espécie pode
formar biofilme e é frequentemente relatada em episédios de candidemia, candiddria e candidiase
vulvovaginal. Algumas pesquisas relatam a presenca de resisténcia intrinseca aos antifingicos
azolicos (Bennett, Izumikawa e Marr, 2004; Ahmad e Khan, 2009; Barbedo e Sgarbi, 2010; Ericsson
et al., 2013; Menezes et al., 2016).

Candida guilliermondii é uma levedura haploide e comensal humana, e é considerada uma
espécie emergente no género Candida. Esta envolvido em diversos tipos de candidiase, entre eles
casos de candiduria, candidemia e candidiase vulvovaginal, podendo apresentar problemas no
tratamento por conta da diminuicdo da sensibilidade a alguns antifingicos (Bennett, Izumikawa e
Marr, 2004; Ahmad e Khan, 2009; Barbedo e Sgarbi, 2010; Ericsson et al., 2013; Menezes et al.,
2016).

O complexo C. parapsilosis € formado por trés espécies C. parapsilosis sensu stricto, C.
metapsilosis e C. orthopsilosis, com diferenciacdo possivel apenas através de técnicas de biologia
molecular e espectrometria de massas. Estas espécies ndo possuem a habilidade de formacéo de tubo
germinativo, podendo formar pseudo-hifas. Possui a capacidade de se aderir em superficies abidticas,
de secretar enzimas que aumentam sua viruléncia (Barbedo e Sgarbi, 2010; Menezes et al., 2012).

Candida krusei apresenta, microscopicamente, células em formato alongado que ndo formam
tubo germinativo, mas ha a formacdo de pseudo-hifas. Possui resisténcia intrinseca ao fluconazol e
uma baixa sensibilidade a anfotericina B e 5-fluorocitosina. J4 Candida tropicalis forma pseudo-hifas
longas, ramificadas, com a presenca de blastoconidios agrupados. Sua presenca esti associada a
infeccgdes e frequentemente é sensivel a farmacos poliénicos e azolicos. Porem apresenta, geralmente,
uma resisténcia a 5-fluorocitosina (Sidrim e Rocha, 2004; Barbedo e Sgarbi, 2010).

Atualmente, relatos de infecgBes por C. auris tém sido frequentes, esta espécie foi reportada

pela primeira vez por Satoh et al. (2009), apds ser isolada do canal auditivo de um paciente internado
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em um hospital japonés. Essas infeccGes tém carater multirresistentes aos antiflngicos (azois,
equinocandinas e polienos) e, normalmente, sdo de dificil identificacdo, uma vez que pode ser
identificada como outra espécie erroneamente. Até 0 momento, casos de infec¢bes por C. auris ja
foram relatadas em mais de 20 paises (Welsh et al., 2017; CDC, 2018).

2.1.3 Classes antifungicas e mecanismos de a¢éo
2.1.3.1 Polienos

Essa classe de farmacos é caracterizada quimicamente pela existéncia de &tomos de carbono
ligados por numerosas ligacGes duplas, sendo muitos deles conjugados. Fazem parte deste grupo os

seguintes farmacos: nistatina, natamicina, anfotericina B, filipina, partricina e outros. Entretanto

apenas a nistatina e anfotericina B é utilizado rotineiramente na clinica médica (Constant et al., 2013).

Figura 1 - Representac&o da estrutura quimica da anfotericina B.

HO™ > ~OH

Eles interagem na membrana celular fungica se ligando ao ergosterol, que consequentemente
ocorre uma alteracéo que da origem a um poro que altera a permeabilidade da membrana, a perda de
compostos citoplasmaticos ocasionando a morte celular (Ghannoum e Rice, 1999; Diomedi, 2004;
Cowen, 2008; Lewis, 2011).

2.1.3.2 Equinocandinas

As equinocandinas sdo consideradas uma nova classe de antifungico. Séo lipopeptideos que
foram modificados sinteticamente, sendo originalmente derivados da fermentacdo de caldos de
diversos fungos. S&o exemplos dessa classe a caspofungina (figura 2), micafungina e anidulafungina
(Constant et al., 2013).
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Figura 2 - Representacdo da estrutura quimica da caspofungina.
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Esses farmacos atuam através da inibicdo do complexo de enzimas [-1,3-glicanas sintases,
tais enzimas atuam na formac&o da parede celular, o que resulta em uma parede celular fragil, uma
instabilidade osmotica, o que propicia a lise da célula. Possuem um amplo espectro de acdo frente a
diferentes fungos, além de, em alguns casos, um efeito aditivo quando utilizado com outros farmacos
(Diomedi, 2004; Cowen, 2008; Chen e Sorrell, 2011; Lewis, 2011).

2.1.3.3 Az6is

Os azois sdo caracterizados quimicamente pela presenca do grupamento azol e séo produzidos
através da sintese quimica. Diversos farmacos fazem parte dessa classe, como exemplo temos o
fluconazol, itraconazol, cetoconazol, clotrimazol, miconazol, voriconazol e posaconazol (Constant et
al., 2013).

Dentre os az6is, os antifungicos triaz6is e imidazois sdo utilizados rotineiramente no
tratamento da candidiase. O mais comumente empregado é o fluconazol (figura 3), possui em sua
estrutura dois grupamentos triazéis, podendo ser incluido no tratamento das diferentes manifestacfes

da candidiase com administracdo oral, tépica ou intravenosa.

Figura 3 - Representacdo da estrutura quimica do fluconazol.



Albuquerque, lanca — Avaliacédo da atividade anti-Candida de hibridos... 17

Nos fungos, sua acdo se da pela inibicdo de uma enzima do complexo citocromo P450, a
lanosterol 14a-demetilase, responsavel pela sintese do ergosterol da membrana celular, o que resulta
em uma membrana celular defeituosa que favorece a perda da permeabilidade seletiva, ocasionando
a morte celular (Diomedi, 2004; Ghannoum e Rice, 1999; Cowen, 2008).

2.1.3.4 Flucitosina

A flucitosina (figura 4) é considerada um pré-farmaco, uma vez que ha a conversdo ao
farmaco dentro da célula fangica por inibicdo da desaminagdo da flucitosina em 5-fluorouracil. A 5-
fluorouracil, por sua vez, ¢ um potente inibidor da timidilato sintase que interfere, consequentemente
na sintese do DNA e RNA flngico e na divisao celular. Este, normalmente, € utilizado em associacao
com a anfotericina B ou fluconazol, afinal quando é usado sozinho se observa um crescimento no
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia ao farmaco (Diomedi, 2004; Carillo-Mufioz et al.,
2006).

Figura 4 - Representagdo da estrutura quimica da flucitosina.
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2.1.4 Resisténcia fungica

A resisténcia esta ligada a evolugdo dos microrganismos, uma vez, que apenas as células que
consigam sobreviver nas mais diversas condi¢des e conseguem se reproduzir, perpetuam sua espeécie.
Entretanto, tal caracteristica em um fungo patogénico pode trazer prejuizos a satide humana, uma vez
que o tratamento normalmente empregado para cessar a infeccdo ndo funcionara como o esperado
(Sidrim e Rocha, 2004; Arthington-Skaggs e Rex, 2008, Vieira e dos Santos, 2017)

Sé&o diversas as maneiras de uma célula fungica se tornar resistente a um determinado farmaco,
tais caracteristicas podem ser intrinsecas a espécie, ou seja, € uma caracteristica genética daquele
grupo de fungos, como por exemplo, a resisténcia da espécie C. krusei em relacdo ao fluconazol, ou
podem ser adquiridas, que pode ocorrer pela exposicao prévia ao farmaco, ocasionando determinadas
mutacOes e uma posterior selecdo de linhagem das células fungicas expostas (Sidrim e Rocha, 2004;
Arthington-Skaggs e Rex, 2008, Vieira e dos Santos, 2017).

A mutacdo no gene FKS, como observado por Perlin (2007) e Alexander et al. (2013), pode
favorecer aos isolados de Candida spp. um aumento na CIM de equinocandinas e quando comparada
com isolados da mesma espécie sem essa alteracdo. Além da mutacdo do gene ERG11 que em
Candida albicans, podem estar relacionadas com a resisténcia ao fluconazol e a de ERG2 a
anfotericina B, relatada por Jensen et al. (2015).

Alteracbes na composicdo da célula fangica também sdo vistas como mecanismos que
ocasionam a resisténcia (figura 5), um exemplo disso é o aumento de esfingolipideos na membrana,
podendo afetar o funcionamento de bombas de efluxo e a quantidade de ergosterol, onde por
consequéncia pode modificar os sitios de ligacdo de diferentes antifingicos (Linares et al., 2013).
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Figura 5 - llustragdo dos principais alvos antifingicos, mecanismos de resisténcia fungica e abordagens de resisténcia
fangica.
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Legenda: A - representa a via de sintese do ergosterol e os mecanismos relacionados: quando ha a ligagéo da droga com
o0 ergosterol gera uma mudanca na permeabilidade da membrana, ocasionando a morte celular; a resisténcia se da pela
mutacéo no gene que codifica o ergosterol; B - representa 0 mecanismo de acdo de drogas que inibem o complexo de
enzimas f3-1,3-glucana sintase, resultando em uma parede celular fragil; C - representa 0 mecanismo de acdo de farmacos
que interagem com o DNA e RNA flngico, dificultando assim a divisdo celular; D - F representam as abordagens de
resisténcia a antifungicos de drogas isoladas ou em combina¢do: (D) modificacbes na bomba de efluxo de drogas, (E)
sobrecarga de célcio, inibi¢do da calcineurina. RE, reticulo endoplasmatico.
Adaptado de Liu et al., 2014.
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2.2 HIBRIDOS MOLECULARES

2.2.1 Hibridizacdo molecular

Viegas-Junior et al. (2007) definem a hibridizacdo molecular da seguinte maneira:

E uma estratégia de racional concepcdo de novos ligantes ou protétipos baseados no
reconhecimento de subunidades farmacofdricas na estrutura molecular de duas ou derivados
bioativos mais conhecidos que, através do adequado fusdo destas subunidades, levou ao
desenho de novas arquiteturas hibridas que mantém caracteristicas pré-selecionadas dos
modelos originais.

Em outras palavras, € uma técnica que consiste na juncdo de um ou mais grupos
farmacofdricos em uma Unica molécula, onde estas, juntas, podem gerar um efeito farmacoldgico
distinto do inicial - considerando os grupos atuando sozinhos - ou visando potencializar os mesmaos,

estando inserida na Quimica Medicinal (Arroio, Hondrio e Silva, 2010).

2.2.2 Isoxazolina

Isoxazolina € um nucleo heterociclico que contém nitrogénio e oxigénio (figura 6),

pertencente a classe dos azdis com grande importancia na quimica medicinal.

Figura 6 - Representacdo da estrutura quimica do nucleo de isoxazolina.
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Compostos hibridos que contém o ndcleo de isoxazolina em sua estrutura tém atividades
bioldgicas das mais variadas. Algumas dessas atividades ja sdo relatadas na literatura, como a
atividade anticancerigena (Kamal et al. 2011; Lingaraju et al., 2018), antibacteriana (Mondal et al.,
2012; Picconi et al., 2017; Zghab et al, 2017), antifingica - anti-Candida albicans (Sharma et al.,
2009; Nikam et al., 2015; Prajapti et al., 2015), anti-Mycobacterium sp. (Tangallapally et al., 2007;
Mandawad et al., 2014), anti-Aspergillus niger (Nikam et al., 2015) - antiinflamatdria e analgésica
(Chavan e Khadke, 2012; Mondal et al., 2012), antioxidante (Kallitsakis et al., 2017), anti-helmintica
(Mondal et al., 2012), antimalarica (Kumar et al., 2015) e anticoagulante (Zghab et al, 2017).
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2.2.3 Tiazolidinadiona

Tiazolidinadiona é representado por um anel pentagonal contendo enxofre e nitrogénio (figura
7) que sdo utilizados, normalmente, no tratamento da diabetes mellitus tipo Il. Contudo, diversas
outras atividades sdo observadas em compostos que contenham tal grupamento, como exemplo,
temos a atividade anti-Candida spp. (Tuncbilek e Altanlar, 2006; Ates-Alagoz, Altanlar e
Buyukbingol, 2009; Da Silva et al., 2014; Marc et al., 2018), anti-Aspergillus spp. (Moorthy,
Ekambaram e Perumal, 2014), antiparasitaria (Tendrio et al., 2005; Leite et al., 2016), hipolipemiante
(Igbal et al., 2012).

Figura 7 - Representacdo da estrutura geral de tiazolidinadiona.
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2.2.4 Tiossemicarbazona

As tiossemicarbazona € de interesse farmacéutico, por conta das atividades biologicas que
compostos com a sua presenca demonstraram, como exemplo, atividade antifingica (Qin et al., 2012)
— anti-Candida spp. (Parwana, Singh e Talwar, 1985; Rodriguez-Arguelles et al., 2005; Parrilha et
al., 2011; Araudjo Neto et al., 2017), anti-Aspergillus fumigatus (Parwana, Singh e Talwar, 1985) e
anti-Cryptococcus neoformans (Araujo Neto et al., 2017) - antiparasitaria (Bharti et al., 2002; Tendrio
et al., 2009), antiviral (Casas et al., 1998; Bal et al., 2005, Genova et al., 2004), antitumoral (Liu,
Lin, e Sartorelli, 1992; Niu et al., 1998).

A estrutura quimica de tiossemicarbazona esta representada na figura 8, seguindo como

referéncia Panico, Powell e Richer, 1993.

Figura 8 - Representacdo da estrutura geral de tiossemicarbazona.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 HIBRIDOS MOLECULARES

Ao todo, trés compostos hibridos de isoxazolina foram utilizados, sendo dois compostos
hibridos de isoxazolina/tiossemicarbazona (NB) e um composto hibrido de isoxazolina/tiazolidina-
2,4-diona (AN) (figura 9), foram cedidos pelo Laboratorio de Sintese Organica Aplicada a Farmacos
(LASOF) do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco -
UFPE, bem como o perfil citotdxico de AN-02 (Apéndice A).

Figura 9 - Representacéo das estruturas quimicas dos compostos hibridos de 2-isoxazolina azabiciclica utilizado nos testes
para a verificagdo de atividade antifingica.
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Legenda: Hibridos racémicos - A - NB-5 (R!= Cl, R? = a-naftil) e NB-6 (R*= F, R% = 3-piridil); B - AN-02.

3.2 TESTE QUALITATIVO PARA PROSPECCAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

O teste qualitativo para avaliacdo da atividade antifungica dos diferentes farmacos planejados
foi realizado em triplicata por técnica de difusdo em disco de papel em meio &gar Mueller-Hinton
suplementado com 2% de glicose e 0,5 pg/mL de azul de metileno contido em placas de Petri
conforme descrito no documento M44-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute de 2009
(Mackeen et al., 2000; Ficker et al., 2003). As 20 cepas de Candida que foram testadas incluem
Candida albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei e foram fornecidas pela
Colecéo de Culturas University Recife Mycologia - URM - da UFPE (tabela 1).
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Tabela 1 - InformacOes sobre os isolados fornecidos pela Colecéo de Culturas URM (UFPE) e que foram utilizados nos

testes qualitativos para a prospeccao da atividade antiflingica dos compostos hibridos.

Registro URM* Espécie Substrato** Ano de incorporagdo
4986 Candida albicans Secrecdo Vaginal 2005
4987 Candida albicans Secrecdo Vaginal 2005
4990 Candida albicans Secrecdo Vaginal 2005
6952 Candida albicans Secrecdo Traqueal 2010
5749 Candida albicans Mucosa Esofagica 2008
4127 Candida albicans Regido Inguinal 1999
4264 Candida glabrata Secrecdo Orofaringea 2000
6393 Candida glabrata Sangue 2011
5715 Candida guilliermondii Sangue 2008
5716 Candida guilliermondii Sangue 2008
5717 Candida guilliermondii Sangue 2008

109 Candida krusei Sem informacéo 1954
5840 Candida krusei Sangue 2008
6390 Candida krusei Sangue 2011
4607 Candida parapsilosis Sangue 2003
5731 Candida parapsilosis Sangue 2007
5695 Candida parapsilosis Sangue 2007
4262 Candida tropicalis Secrecdo Orofaringea 2000
6551 Candida tropicalis Cavidade oral 2012
5693 Candida tropicalis Sangue 2007

Legenda: *Cddigo do isolado na Colecéo de Culturas URM da Universidade Federal de Pernambuco; **
Substrato de isolamento do fungo, tal informacéo foi repassada pela Cole¢do de Cultura.
As cepas foram cultivadas em tubos contendo meio Agar Sabouraud Dextrose - SDA — (Kasvi,
Italia) enriquecidos com extrato de levedura, por 24 h horas a 37 °C, antes da padronizacéo do inéculo.
Em seguida, o indculo foi preparado na concentracio de 1 a 2 x 10 UFC/mL (Clinical and Laboratory
Standards Institute — CLSI, 1999) em tubos de ensaio contendo 5 mL de solucéo salina, referente a
turbidez da escala 0,5 de MCFarland (Becton, Dickinson and Company, EUA). A suspensao padrdo
foi entdo semeada com auxilio do swab em toda a superficie do meio agar Mueller-Hinton (Kasvi,
Italia) suplementado com 2% de glicose e 0,5 pg/mL de azul de metileno.
Posteriormente, 10 uL dos novos farmacos foram transferidos para discos papel de filtro

esterilizados. Discos contendo fluconazol (Sigma-Aldrich, EUA) e anfotericina B (Cristalia, Brasil)



Albuquerque, lanca — Avaliacédo da atividade anti-Candida de hibridos... 24

foram utilizados como controle da atividade antifingica. Concomitantemente, foi realizado o controle
negativo do solvente DMSO utilizado na solubilizacdo dos farmacos em discos de papel. Sendo as

concentragdes dos hibridos por disco de 50 pg, do fluconazol de 25 g e da anfotericina B de 100 pg.

As placas de Petri ap6s 0 semeio e colocagdo dos discos de papel foram incubadas em estufa
a 37 °C por 48 horas para posterior leitura e interpretagdo. As zonas de inibigdo foram medidas em
milimetro por halémetro, o valor final da zona de inibic¢do foi a média das triplicatas.

3.3 TESTE QUANTITATIVO PARA PROSPECCAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Para a realizacdo dos testes quantitativos empregou-se o método de microdiluicdo em caldo,
baseado na técnica preconizada pelo CLSI (2012) no documento M27-S4, em placas esterilizadas de
microtitulacdo com 96 pocos, de fundo chato, com tampa.

Dos isolados de Candida spp. utilizados e descritas anteriormente para o teste qualitativo por
difusdo em disco (tabela 1), se escolheu, de maneira aleatéria 10 isolados para serem testados nesta
técnica.

Os isolados escolhidos encontram-se descritos na tabela 2. Neste experimento, também se
utilizou a cepa padrdo de C. parapsilosis da American Type Culture Collection (ATCC 22019) como
controle de validacdo do teste.

Tabela 2 - Isolados de clinicos de Candida spp. utilizados nos testes quantitativos para a prospeccdo da atividade
antifungica dos compostos hibridos.

Registro URM*  Espécie

4990 Candida albicans
4264 Candida glabrata
6393 Candida glabrata
5716 Candida guilliermondii
109 Candida krusei

5840 Candida krusei

4607 Candida parapsilosis
5731 Candida parapsilosis
4262 Candida tropicalis
6551 Candida tropicalis

Legenda: * - Cddigo do isolado na Colegdo de Culturas URM da Universidade Federal de Pernambuco.

- Meio de cultura: Para o teste de susceptibilidade antifingica pela técnica de microdiluicdo
0 meio utilizado foi o caldo RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com L-glutamina, sem bicarbonato

de sodio e tamponado com acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico (MOPS; Sigma-Aldrich) cuja
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concentracgdo final foi 0,165 mol.L-1 e pH 7,0. O meio de cultura foi esterilizado por filtragdo a vacuo
em membranas de 0,22 um (Millipore, Darmstadt, Alemanha).

- Preparacdo da suspensdo fungica: A preparacdo do inéculo de leveduras teve sua
padronizacdo segundo as recomendac¢Oes do documento M27-A3 da Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2008). As cepas foram previamente cultivadas em SDA a 37 °C por 24
horas. Apds o tempo de incubagdo, com auxilio de uma alga esterilizada, se retira uma coldnia de 1
mm de didmetro para preparo de uma suspensdo em 5 mL solucdo salina 0,85% (previamente
esterilizada). A suspenséo foi agitada e a densidade celular foi ajustada com transmiténcia de 90%,
determinada por espectrofotometro, utilizando-se comprimento de onda de 530 nm. Ao final desta
técnica, o indculo apresentou concentragdo de 1 a 5x108 UFC/mL.

- Solubilizacdo dos farmacos: Os novos farmacos sintetizados e o fluconazol (Sigma-
Aldrich, EUA) foram diluidos em 1mL de DMSO previamente esterilizado, e posteriormente foi
filtrada a vicuo em membranas de 0,22 um (Millipore, Darmstadt, Alemanha).

- Determinacgdo da concentracdo inibitoria minima (CIM): Para o teste de sensibilidade
foram utilizadas placas de microtitulacdo planas de 96 pocos com tampas (TPP; Trasadingen, Suica).
Sendo realizada dilui¢do de 1:100 do in6culo em salina previamente esterilizada e posteriormente, se
fez uma diluicdo de 1:20 em RPMI 1640. O indculo foi adicionado aos pogos contendo 100 pL de
RPMI 1640 e 100 pL de farmaco, posteriormente as placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas a

fim de determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM).

3.4 TESTE DE INTERACAO HIBRIDO/FLUCONAZOL PARA PROSPECCAO DA ATIVIDADE
ANTIFUNGICA - CHECKERBOARD - TABULEIRO DE XADREZ

Para o teste de interacdo medicamentosa, pela técnica checkerboard (figura 4), utilizou-se
placas de microtitulacdo planas de 96 pocos com tampas (TPP; Trasadingen, Suica). Em todos os
pocos foram distribuidos 100 pL de RPMI 1640 e posteriormente, nas linhas de A-H foi adicionado
100 pL de fluconazol (Sigma-Aldrich, EUA) - concentracdo de 512 pg/mL - e realizada a diluicéo
seriada (da esquerda para a direita) do poco do 1 até o 10. Depois, adicionado 100 pL do hibrido
(concentracdo de 256 pug/mL) na linha A das colunas 1 a 10 e a dilui¢éo seriada (de cima para baixo)
foi realizada da linha A até a H (figura 10). Seguindo isso, adicionou-se 100 pL do in6culo
previamente diluido (1:100 em salina e de 1:20 em RPMI 1640); onde foram incubados em estufa a
35 °C por 48h.
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Figura 10 - Desenho esquematico da colocacdo dos farmacos na placa de microtitulacdo para o teste do checkerboard.
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Legenda: Linhas de A- H; Colunas de 1 — 12. Pogo A-1: Maior concentracdo dos farmacos; Poco H-10: Menor
concentragdo dos farmacos.
= Fluconazol — dilui¢do seriada: da maior (1) concentragdo a menor (10).
l Hibrido — dilui¢do seriada: da maior (A) concentragdo a menor (H)

O endpoint do fluconazol foi concordante com o documento M27-A3, em que as
concentracdes do fluconazol variaram de 64 a 0,125 pg/mL e dos hibridos de 64 a 0,5 pg/mL. Os
pocos das colunas 11 foram utilizados como controles de crescimento e esterilidade do meio na coluna
12 como controle de esterilidade de cada um dos compostos (figura 11).

As analises seguem os estudos de Barchiesi et al. (1998) e de Arai, Sugita e Nishikawa (2005)
quando o resultado da CIM é >64 pg/mL do hibrido e fluconazol foi considerada a diluicéo anterior
(128 pg/mL), mesmo que essa ndo tenha sido testada para o célculo do FICI (indice de Concentracéo
Inibitéria Fracionaria), ja as menores CIMs (0,125 pg/mL de fluconazol e 0,5 pg/mL do hibrido) se

mantiveram inalteradas.

A leitura foi realizada visualmente, a fim de encontrar o poco que equivale a inibicdo de 50%
do crescimento fungico, seguindo a metodologia proposta por Den Hollander et al. (1998) em que

cada uma das linhas de testes tem seu pogo de inibig¢do indicado (figura 11).

No fim, cada linha teve sua Concentracdo Inibitéria Fracionaria - FIC - calculada

individualmente e depois foi calculada uma media para a se obter o FICI a ser interpretado.
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Figura 11 - Representagdo do método de leitura proposto por Den Hollander et al. (1998) onde cada linha tem seu poco
de inibicdo indicado na técnica do checkerboard.
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Nota: coluna 11: controle positivo (A-D) e controle de esterilidade do meio de cultura (E-H); coluna 12: controle
de esterilidade do fluconazol (A-D) e do hibrido (E-H); Legenda: cor mais escura: representa o crescimento igual ao
controle de crescimento; cor intermedidria: representa inibicdo de 50% do crescimento flngico - pogo a ser escolhido
para analise - quando comparada ao controle de crescimento; cor branca representa a inibigdo total do crescimento
fungico.

O FICI é calculado a partir da soma da FIC (Concentracdo Inibitéria Fracionaria) de cada

composto e, neste trabalho, de cada linha, sendo calculados da seguinte forma:

FICrLzi= CIM do fluconazol em combinac&o/CIM do fluconazol sozinho
FIChgpi= CIM do hibrido em combina¢do/CIM do hibrido sozinho
FICI= X (FICrLzi + FIChgpi) / N

Onde i equivale a/as linha (as) (A-H) e N o nimero de linhas que foi possivel estabelecer o
pOGOo em questao.
Com o valor do FICI ¢ possivel definir se a interacdo foi sinérgica quando FICI < 0.5,

indiferente em 4 > FICI > 0,5 ¢ antagdnico/aditivo em FICI > 4 (Johnson et al., 2004).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 PROSPECCAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Nos testes de difusdo em disco de papel Candida guilliermondii URM 5715 e C. albicans
URM 4986 nao tiveram crescimento significativo para a determinacdo da sensibilidade, sendo estas
desconsideradas para as analises subsequentes.

Os demais ndo foram sensiveis aos compostos hibridos AN-02, NB-5 e NB-6 em nenhuma
das metodologias testadas, entretanto foi observada, na area de difusdo do AN-02, a presenca de
coldnias maiores quando comparadas as demais col6nias existente na placa de teste em trés isolados
de C. albicans URM 4127, URM 4990 e URM 6952 na concentragdo de 50 pg (figura 12).

Figura 12 - Teste de difusdo em disco, ap0s 24h de crescimento, para a observagdo do crescimento dos isolados de
Candida albicans pelo hibrido AN-02.

Legenda: 1- fluconazol; 2 - AN-02; 3 - NB-5; 4 - NB-6; 5 - DMSO (puro); 6 - anfotericina B.
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O método de difusdo em disco possui limitagdes que podem interferir posteriormente na
leitura, uma vez, que a depender do composto a sua solubilizacdo no agar pode ser reduzida, outro
interferente é o tipo de solvente escolhido e na espessura do &gar na placa de Petri (Sejas et al., 2003),
por conta disso é necesséario a realizacdo de outra técnica que minimize tais limitagdes, sendo
escolhida neste estudo o método de microdiluicdo em caldo.

Em relacdo aos controles, se notou que as cepas de Candida krusei foram resistentes ao
fluconazol, apresentando Concentracao Inibitoria Minima - CIM - de 64 pg/mL, os outros isolados
foram sensiveis a0 mesmo, a CIM de cada isolado é apresentada na tabela 3. Ao considerarmos a
anfotericina B, todos os isolados foram sensiveis na concentragdo de 100 pg pela técnica de difusdao

em disco de papel.

Tabela 3 - Resultados dos testes de microdiluicdo em caldo.

ISOLADO UTILIZADO CIM (fluconazol)
Candida albicans URM 4990 4

Candida glabrata URM 4264 4

Candida glabrata URM 6393 4

Candida krusei URM 109 64

Candida krusei URM 5840 64

Candida parapsilosis ATCC 22019 4

Candida parapsilosis URM 5731 2

Candida tropicalis URM 4262 1

Candida tropicalis URM 6551 1

* CIM — Concentracéo Inibitéria Minima - em pg/mL.

Uma mudanca foi observada nas caracteristicas dos isolados C. krusei URM 109, C. albicans
URM 4990 e C. tropicalis URM 4262 que apresentaram neste estudo CIM de 64 pg/mL, 4 ug/mL e
1 ug/mL e no de Mendonga-Junior et al. (2011) com CIM foram de 16 pg/mL, >64 pg/mL e 4 ug/mL,
respectivamente, além disso tais isolados foram sensibilizados por ao menos um dos compostos
derivados de 2-(Substituido-Amino)-4,5-Dialquil-Tiofeno-3-Carbonitrilo presente no estudo de
Mendonga-Junior et al. (2011).

Diferentemente dos resultados obtidos neste estudo, dos quais os hibridos testados néo
possuiram atividade anti-Candida, os compostos derivados de isoxazolinas sintetizados por Sharma
et al. (2009) demonstraram atividade frente a trés isolados de Candida albicans, com CIM do
fluconazol variando de 11 a 25,5 pg/mL. Na pesquisa de Bano et al. (2015) que produziram hibridos
de isoxazolina e pirazolina, a atividade frente a C. albicans foi verificada ao se encontrar CIM de
12,5 a 50 pg/mL.
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Ao considerarmos compostos de tiazolidinadiona e tiossemicarbazona nota-se que a boa parte
dos derivados possuem atividade frente a Candida spp., sendo possivel observa-la nos trabalhos de
Marc et al. (2018), Tuncbilek e Altanlar (2006), Ates-Alagoz, Altanlar e Buyukbingol (2009) e em
Araujo Neto et al. (2017) e Parrilha et al. (2011).

No estudo de Aradjo Neto et al. (2017) que utilizaram os isolados C. tropicalis URM 6551 e
C. parapsilosis ATCC 22019, isolados estes que compdem este estudo, ndo foi observada a atividade
de seus compostos derivados de 5-nitro-tiofeno-tiossemicarbazona frente C. tropicalis URM 6551, 0
resultado frente a este isolado corrobora, de algum modo, com 0s nossos resultados, entretanto ao
considerarmos o isolado C. parapsilosis ATCC 22019 os resultados foram opostos, uma vez que neste

ndo foi observada nenhuma atividade inibitéria.
4.2 INTERACAO COMPOSTO/FLUCONAZOL FRENTE A Candida spp.

Nenhuma das substancias hibridas testadas apresentaram atividade anti-Candida quando
utilizados isoladamente, contudo ao combina-los com o fluconazol, verificou-se a existéncia de
interacdo sinérgica, levando em consideracdo os intervalos de Johnson et al. (2004), frente ao isolado
C. albicans URM 4990 nas combina¢des NB-5/fluconazol e NB-6/fluconazol (tabela 4), uma vez que
o indice de Concentragéo Inibitoria Fracionaria— FICI — foi menor ou igual a 0,5 com FICI de 0,27294
e 0,26513, respectivamente.

Mesmo ndo se fazendo uso de compostos hibridos alguns estudos podem ser comparaveis a
este, uma vez que o composto testado exerceu atividade antifungica quando combinados a outro
composto, um exemplo disso s@o os resultados encontrados por Denardi et al. (2015), eles
comunicaram que o tacrolimus (FK506) exercia efeito sinérgico em combinacéo ao fluconazol frente
isolados de C. glabrata. Em outro estudo, Arai, Sugita e Nishikawa (2005), utilizaram um
antiinflamatério ndo-esteroidal, o ibuprofeno, juntamente com o fluconazol e constataram o efeito
sinérgico em trés isolados de C. albicans conhecidamente resistentes ao fluconazol.

Ao compararmos estudos envolvendo quaisquer compostos hibridos podemos notar que em
uma mesma serie hibrida podem existir interagfes distintas, ressaltando que a conformacdo da
molécula e seus radicais sao imprescindiveis para a potencializa¢do ou nao da atividade antifungica.
Sendo possivel nota-las no estudo de Ahmad et al. (2017), relataram que dos 12 derivados ciclicos
de chalcona, 5 foram antagdnicos e 2 sinérgicos frente C. albicans ATCC 90028, 4 e 5 em C. albicans
AT1, respectivamente, os demais foram indiferentes.

No de Carvalho et al. (2018), ao testarem a interagéo dos compostos derivados de Guttiferona-
A com o fluconazol, em espécies Candida ndo-C. albicans, constatou a presenca de interacdo

sinérgica diante de um dos isolados testados, C. glabrata ATCC 90030, e indiferente em C. krusei
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ATCC 6258 e no de Wang et al. (2016), ao testarem 24 derivados de chalcona frente C. albicans
resistente ao fluconazol, relatou que mais que a metade das combinacdes foram sinérgicas.

Neste trabalho, a interacdo AN-02/fluconazol foi antagénica em isolados de C. glabrata e C.
tropicalis, assim como o NB-5/fluconazol em C. glabrata URM 6393 (tabela 4) com FICI maior que
4,

Tabela 4 - Resultados dos testes de interacdo sinérgica a partir da técnica do checkerboard dos hibridos de 2-isoxazolina
azabiciclica frente a Candida spp., por meio da interpretacdo do Indice de Concentragdo Inibitéria Fracionaria - FICI.

ISOLADO UTILIZADO FLZ-CIM FICI - AN-02/FLZ FICI-NB-5/FLZ FICI - NB-6/FLZ
Candida albicans URM 4990 4 0,73388 0,27294 0,26513
Candida glabrata URM 4264 4 4,87451 2,37451 2,62451
Candida glabrata URM 6393 4 5,37451 5,62451 3,87451
Candida krusei URM 109 64 1,01464 1,07087 1,07087
Candida krusei URM 5840 64 1,01464 1,07087 1,04101
Candida tropicalis URM 4262 1 20,2495 1,49951 1,49951
Candida tropicalis URM 6551 1 9,37451 1,24951 1,49951
Candida parapsilosis URM 5731 2 0,93701 1,56201 0,81201
Candida parapsilosis ATCC 22019 4 0,87451 0,68701 1,24951

Nota: Leitura e analise foram adaptadas de Den Hollander et al. (1998) e Barchiesi et al. (1998); Valor da Concentracao
Inibitéria Minima - CIM - em pg/mL. Sinergismo: FICI < 0,5, indiferenga: 4 > FICI > 0,5 ¢ antagonismo: FICI > 4
(Johnson et al., 2004). Os isolados Candida guilliermondii URM 5716 e C. parapsilosis URM 4607 ndo apresentaram
crescimento para a realizacdo das leituras dos testes.

Legenda: FLZ - fluconazol;
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As substancias hibridas de 2-isoxazolina azabiciclica utilizadas ndo apresentaram atividade
frente as espécies de Candida, confirmando que a presenca do nucleo de isoxazolina ndo garante que
a molécula hibrida apresente atividade antifingica. Entretanto, quando foram associadas ao
fluconazol, duas combinacbes diminuiram o endpoint do fluconazol em isolado clinico de Candida
albicans.

Assim, se faz necessario a realizagdo de mais testes in vitro e in vivo com diferentes isolados
de C. albicans e de outras espécies para investigar se estas combinac¢des hibrido/fluconazol podem
ser utilizadas futuramente como uma nova estratégia de uso clinico, principalmente, para as linhagens

resistentes aos farmacos utilizados na terapéutica.
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APENDICE A - AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE (AN-02)

Cedido por Marlene Saraiva - Laboratorio de Sintese Organica Aplicada a FArmacos - LASOF.

Resultado:
CODE Citotoxicidade Férmula Molar Mass
(CCs0) pM 2
AN-02 113,30 C20H21N304s 399,46

a = citotoxicidade em macréfagos RAW 264.7, MTT foi 0 método utilizado

Materiais e Métodos

Os ensaios bioldgicos foram realizados no Laboratorio de Imunogenética do Instituto Aggeu
Magalhaes — FIOCRUZ — UFPE, coordenados pela Professora Dra. Valéria Pereira Hernandes. Os
ensaios foram feitos como sugeridos pela OMS e sdo testes robustos e de elevada exatiddo. Os
laboratorios envolvidos apresentam condi¢des de Biosseguranca (contencfes para NB2) adequadas
para execucdo do trabalho proposto e para trabalho com animais experimentais.

Animais

Foram utilizados camundongos Mus musculus das linhagens isogénicas BALB/c e C57BI/6, machos,
com 6-8 semanas de idade, pesando 20 — 30 g e provenientes do biotério de criacdo do Instituto de
Pesquisa Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ - PE. O protocolo de experimentacdo animal (processo
numero 102/2016), utilizado neste trabalho, ja foi avaliado e aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da FIOCRUZ com registro 102/2016.

Obtencédo de células esplénicas

Células esplénicas foram obtidas de acordo com Pereira e colaboradores. Apéds sacrificio do animal
em camara de CO2, o baco de cada camundongo foi removido em condi¢des assépticas e colocado
em tubo Falcon contendo meio RPMI 1640 (SigmaAldrich) + 1 % de antibiético. No fluxo vertical,
cada baco foi transferido para placa de Petri onde foram macerados utilizando a parte fosca de laminas
de microscopia. As suspensdes celulares foram transferidas para tubos Falcon contendo
aproximadamente 10mL de meio RPMI + 1 % de antibidtico por bago, centrifugadas a 4 C, 200 x ¢
durante 5 minutos. O sedimento (contendo células) foi ressuspendido em meio RPMI + 1 % de
antibidtico + 10 % de soro fetal bovino (SFB). Uma aliquota da suspensédo celular foi corada com
azul de trypan para ser quantificada e verificada a viabilidade celular em camara de Neubauer
(PEREIRA, V. R. A, et al., 2001).
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Avaliacéo da atividade tdxica dos compostos em células de camundongos isogénicos
Macrofagos da linhagem Raw 264.7 (105 celulas/mL) foram semeados em placas de 96 pocos
contendo meio RPMI completo em atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C por 24h. Posteriormente, foram
adicionados os compostos em diferentes concentragdes (6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 pg/mL), sendo
novamente incubados durante 48h. Cada composto foi testado em duplicata. Apds esse periodo, foi
adicionado MTT (5 mg/mL em PBS), seguido de nova incubagéo por 2h. Foi acrescentado DMSO
para dissolucdo dos cristais de formazan e a absorbancia foi lida a 570 nm. O controle negativo da
reacao foi obtido em pocos contendo apenas meio de cultura e células (sem tratamento). Também foi
avaliada a atividade da droga de referéncia benznidazol para atividade antichagéasica e a miltafosina
na atividade leishmanicida. A partir dos valores de inibicdo da cultura, foi obtida a CC50
(concentracdo citotoxica para 50 % das células) de cada composto por regressdo linear simples
(GraphPad Prism 5.0).
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APENDICE B - CALCULOS PARA A DETERMINACAO DO INDICE DE CONCENTRACAO INIBITORIA FRACIONARIA - FICI

MIC MEDIA MIC  MIC MIC  MIC MEDIA MIC  MIC MIC  MIC MEDIA
FLZ RESULT AN-2  AN-02  RESULT FICI FLZ  FLZ  RESULT NB5 NB-5  RESULT FICl FLZ  FLZ  RESULT NB6 NB-6  RESULT FICI
FUNGO COMB ALONE ADO COMB ALONE ADO  SOMA AN-02 COMB ALONE ADO COMB ALONE ADO SOMA NB-05 COMB ALONE ADO COMB ALONE ADO  SOMA  NB-06
) 1 2 64 128 05 325 4 1 4 64 128 05 45 4 1 4 64 128 05 45
8 1 8 32 128 025 825 1 1 1 32 128 025 1,25 1 1 1 32 128 025 1,25
8 1 8 16 128 0125 8125 1 1 1 16 128 0125 1125 1 1 1 16 128 0125 1125
8 1 8 8 128 00625 80625 1 1 1 8 128 00625 1,065 1 1 1 8 128 00625 1,0625
64 1 64 4 128 0,03125 64,03125 1 1 1 4 128 0,03125 1,03125 1 1 1 4 128 0,03125 1,03125
32 1 32 2 128 0,015625  32,01525 1 1 1 2 128 0,015625 1,015625 1 1 1 2 128 0,015625 1,015625
8 1 8 1 128 0,007812  8,007825 1 1 1 1 128 0,007812 1,007812 1 1 1 1 128 0,007812 1,007812
4262 1 1 1 05 128 0,003906 1,003906 | 20,24951 1 1 1 05 128 0,003906 1,003906 1,499511 1 1 1 05 128 0,003906 1,003906 1,499511
16| 1 16 64 128 05 165 ' 2! 1 2! 64 128 05 25 ' 4 1 4 64 128 05 45 '
8 1 8 32 128 025 825 1 1 1 2 128 025 1,25 1 1 1 32 128 025 1,25
8 1 8 16 128 0125 8125 1 1 1 16 128 0125 1,125 1 1 1 16 128 0125 1,125
32 1 32 8 128 00625 32,0625 1 1 1 8 128 00625 1,0625 1 1 1 8 128 00625 1,0625
4 1 4 4 128 0,03125 4,03125 1 1 1 4 128 0,03125 1,03125 1 1 1 4 128 0,03125 1,03125
4 1 4 2 128 0,015625  4,015625 1 1 1 2 128 0,015625 1,015625 1 1 1 2 128 0,015625 1,015625
1 1 1 1 128 0,007812 1,007812 1 1 1 1 128 0,007812 1,007812 1 1 1 1 128 0,007812 1,007812
6551 1 1 1 05 128 0,003906 1,003906 | 9,374511 1 1 1 05 128 0,003906 1,003906 1,249511 1 1 1 05 128 0,003906 1,003906 1,499511
- - - 64 64 1 32 128 0,25 1,25 64 64 1 32 128 0,25 1,25
- - - 64 64 1 16 128 0125 1,125 64 64 1 16 128 0125 1,125
- - - 64 64 1 8 128 00625 1,0625 64 64 1 8 128 00625 1,0625
64 64 1 4 128 003125 1,03125 64 64 1 4 128 003125 103125 64 64 1 4 128 003125 103125
64 64 1 2 128 0,015625 1,015625 64 64 1 2 128 0,015625 1,015625 64 64 1 2 128 0,015625 1,015625
64 64 1 1 128 0,007812 1,007812 64 64 1 1 128 0,007812 1,007812 64 64 1 1 128 0,007812 1,007812
109 64 64 1 05 128 0,003906 1,003906 1,014648 64 64 1 05 128 0,003906 1,003906 1,070870 64 64 1 05 128 0,003906 1,003906 1,070870
- - - 64 64 1 32 128 0,25 1,25 - - - - - - -
- - - 64 64 1 16 128 0125 1125 64 64 1 16 128 0125 1125
- - - 64 64 1 8 128 00625 1,0625 64 64 1 8 128 00625 1,0625
64 64 1 4 128 003125 103125 64 64 1 4 128 003125 103125 64 64 1 4 128 003125 1,03125
64 64 1 2 128 0,015625 1,015625 64 64 1 2 128 0,015625 1,015625 64 64 1 2 128 0,015625 1,015625
64 64 1 1 128 0,007812  1,007812 64 64 1 1 128 0,007812 1,007812 64 64 1 1 128 0,007812 1,007812
5840 64 64 1 05 128 0,003906 1,003906 1,014648 64 64 1 05 128 0,003906 1,003906 1,070870 64 64 1 05 128 0,003906 1,003906 1,041015
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MIC MIC MIC MIC MEDIA MIC MIC MIC MIC MEDIA MIC MIC MIC MIC MEDIA
FLZ FLZ RESULT AN-2  AN-02  RESULT FICI | FLZ  FLZ  RESULT NB-5 NB-5  RESULT FICI | FLZ  FLZ  RESULT NB-6 NB-6  RESULT FICI
FUNGO COMB ALONE ADO COMB ALONE ADO SOMA AN-02 COMB ALONE ADO COMB ALONE ADO SOMA NB-05 COMB ALONE ADO COMB ALONE ADO  SOMA  NB-06
64 4 16 64 128 05 16,5 16 4 4 64 128 05 45 16 4 4 64 128 05 4.5
32 4 8 32 128 025 825 8 4 2 32 128 0,25 2,25 16 4 4 2 128 025 425
16 4 4 16 128 0125 4125 8 4 2 16 128 0125 2,125 8 4 2 16 128 0125 2,125
8 4 2 8 128 00625  2,0625 8 4 2 128 00625 20625 8 4 2 8 128 00625 20625
8 4 2 4 128 003125 2,03125 8 4 2 4 128 003125 2,03125 8 4 2 4 128 003125 2,03125
8 4 2 2 128 0,015625 2,015625 8 4 2 128 0,015625 2,015625 8 4 2 2 128 0,015625 2,015625
8 4 2 1 128 0,007812  2,007812 8 4 2 1 128 0,007812 2,007812 8 4 2 1 128 0,007812 2,007812
4264 8 4 2 05 128 0,003906  2,003906 | 4,874511 8 4 2 05 128 0,003906 2,003906 2,374511 8 4 2 05 128 0,003906 2,003906 2,624511
64 4 16 64 128 05 165 ' 64 4 16 64 128 05 165 ' 32 4 8 64 128 05 85 '
32 4 8 32 128 025 825 16 4 4 32 128 025 425 16 4 4 32 128 025 425
16 4 4 16 128 0125 4125 16 4 4 16 128 0125 4125 16 4 4 16 128 0125 4,125
16 4 4 8 128 00625 40625 16 4 4 128 00625 40625 16 4 4 8 128 00625 40625
16 4 4 4 128 0,03125 4,03125 16 4 4 4 128 003125 4,03125 16 4 4 4 128 003125 4,03125
8 4 2 2 128 0,015625 | 2,015625 16 4 4 2 128 0,015625  4,015625 8 4 2 2 128 0,015625 2,015625
8 4 2 1 128 0,007812 | 2,007812 16 4 4 1 128 0,007812  4,007812 8 4 2 1 128 0,007812 2,007812
6393 8 4 2 05 128 0,003906  2,003906 | 5,374511 16 4 4 05 128 0,003906 4,003906  5,624511 8 4 2 05 128 0,003906 2,003906 3,874511
8 4 2! 64 128 05 25 ' 2! 4 05 64 128 05 1 ' 1 4 025 64 128 05 075 '
4 4 1 32 128 0,25 1,25 0,25 4 00625 32 128 025 03125 0,125 4 0,03125 32 128 025 028125
2 4 05 16 128 0125 0,625 0,25 4 00625 16 128 0125 01875 05 4 0125 16 128 0125 025
2 4 05 8 128 00625 0,5625 025 4 00625 128 00625 0125 025 4 00625 8 128 00625 0,125
1 4 025 4 128 003125 028125 05 4 0125 4 128 003125 0,15625 0,125 4 003125 4 128 003125  0,0625
1 4 025 2 128 0,015625  0,265625 05 4 0125 2 128 0,015625 0,140625 1 4 025 2 128 0,015625 0,265625
1 4 025 1 128 0,007812 0,257812 05 4 0125 1 128 0,007812 0,132812 05 4 0125 1 128 0,007812 0,132812
4990 05 4 0125 05 128 0,003906 0,128906 0,733886 05 4 0125 05 128 0,003906 0,128906 0,272949 1 4 025 05 128 0,003906 0,253906 0,265136
4 2 2 64 128 05 25 [ 8 2] 4 64 128 05 45 [ 4 2! 2] 64 128 05 25 '
2 2 1 2 128 025 1,25 4 2 2 32 128 025 2,25 1 2 05 32 128 025 075
1 2 05 16 128 0125 0625 1 2 05 16 128 0125 0625 1 2 05 16 128 0125 0625
2 2 1 8 128 00625 1,0625 2 2 1 8 128 00625 1,0625 1 2 05 8 128 00625 0,5625
1 2 05 4 128 0,03125 053125 2 2 1 4 128 003125 1,03125 1 2 05 4 128 003125 053125
1 2 05 2 128 0,015625 0,515625 2 2 1 2 128 0,015625 1,015625 1 2 05 2 128 0,015625 0,515625
1 2 05 1 128 0,007812  0,507812 2 2 1 1 128 0,007812 1,007812 1 2 05 1 128 0,007812 0,507812
o7t 1 2 05 05 128 0,003906 0,503906 0,937011 2 2 1 05 128 0,003906 1,003906 1,562011 1 2 05 05 128 0,003906 0,503906 0,812011
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MIC MIC MIC MIC MEDIA | MIC MIC MIC MIC MEDIA MIC MIC MIC MIC MEDIA
FLZ FLZ RESULT AN-2  AN-02  RESULT FICI FLZ FLZ RESULT NB-5 NB-5 RESULT FICI FLZ FLZ RESULT NB-6 NB-6 RESULT FICI
FUNGO COMB ALONE ADO COMB ALONE ADO SOMA AN-02 COMB ALONE ADO COMB ALONE ADO SOMA NB-05 COMB ALONE ADO COMB ALONE ADO SOMA  NB-06
8 4 2 64 128 0,5 2,5 4 4 1 64 128 0,5 15 8 4 2 64 128 0,5 2,5
4 4 1 32 128 0,25 1,25 2 4 0,5 32 128 0,25 0,75 4 4 1 32 128 0,25 1,25
2 4 0,5 16 128 0,125 0,625 2 4 0,5 16 128 0125 0,625 4 4 1 16 128 0,125 1,125
2 4 0,5 8 128 00625  0,5625 2 4 0,5 8 128 00625  0,5625 4 4 1 8 128 0,0625  1,0625
2 4 0,5 4 128 0,03125 0,53125 2 4 05 4 128 0,03125 0,53125 4 4 1 4 128 0,03125 1,03125
2 4 0,5 2 128 0,015625 0,515625 2 4 05 128 0,015625 0,515625 4 4 1 2 128 0,015625 1,015625
0,007812 | 0,507812 0,007812 0,507812 0,007812 1,007812
2 4 0,5 1 128 5 5 2 4 0,5 1 128 5 5 4 4 1 1 128 5 5
0,003906 | 0,503906 | 0,874511 0,003906 0,503906 0,687011 0,003906 1,003906 1,249511
22019 2 4 0,5 0,5 128 25 25 7188 2 4 0,5 0,5 128 25 25 7188 4 4 1 0,5 128 25 25 719




