
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIÊNCIAS MÉDICAS

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM MEDICINA TROPICAL

DÉBORA LOPES DE SANTANA

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE HÍBRIDOS MOLECULARES
DE 2-ISOXAZOLINA AZA-BICÍCLICA FRENTE ISOLADOS FENOTIPICAMENTE

RESISTENTES DE Aspergillus fumigatus

Recife

2023



DÉBORA LOPES DE SANTANA

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE HÍBRIDOS MOLECULARES
DE 2-ISOXAZOLINA AZA-BICÍCLICA FRENTE ISOLADOS FENOTIPICAMENTE

RESISTENTES DE Aspergillus fumigatus

Dissertação apresentada ao Programa de
Pós-Graduação em Medicina Tropical da
Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial para a obtenção do
título de Mestre em Medicina Tropical.

Orientadora: Profª Drª Rejane Pereira Neves

Coorientadora: Profª Drª Danielle Patrícia Cerqueira Macêdo

Recife
2023



DÉBORA LOPES DE SANTANA

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE HÍBRIDOS MOLECULARES
DE 2-ISOXAZOLINA AZA-BICÍCLICA FRENTE ISOLADOS FENOTIPICAMENTE

RESISTENTES DE Aspergillus fumigatus

Dissertação apresentada ao Programa de
Pós-Graduação em Medicina Tropical da
Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial para a obtenção do
título de Mestre em Medicina Tropical.

Aprovada em: 24/02/2023.

BANCA EXAMINADORA

____________________________________________________________
Profº. Drª. Rejane Pereira Neves (Presidente da Banca/Examinadora Interna)

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

____________________________________________________________
Profº. Dr. Antônio Rodolfo de Faria (Examinador Externo)

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

__________________________________________________________
Profª. Drª. Bruna Rodrigues de Sousa (Examinadora Externa)

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

_______________________________________________________
Profº. Dr. Reginaldo Gonçalves de Lima Neto (Examinador Interno)

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

____________________________________________________
Profº Dr. Felipe Neves Coutinho (Examinador Externo)

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)



 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
Catalogação na fonte: 

Bibliotecário: Aécio Oberdam, CRB4: 1895 

S232a      Santana, Débora Lopes de. 
Avaliação da atividade antimicrobiana de híbridos moleculares de 2-isoxazolina 

aza-bicíclica frente isolados fenotipicamente resistentes de Aspergillus fumigatus / 
Débora Lopes de Santana – 2023. 

102 p. 
 

Orientadora: Rejane Pereira Neves 
Coorientadora: Danielle Patrícia Cerqueira Macêdo 

Dissertação (mestrado) – Universidade Federal de Pernambuco, Centro de 
Ciências Médicas. Programa de Pós-Graduação em Medicina Tropical. Recife, 2023. 

Inclui referências. 

1. Aspergillus fumigatus. 2. Farmacorresistência Micótica . 3. Biofilmes. Neves, 
Rejane Pereira (orientadora). II. Título. 

616.988   CDD (23.ed.) UFPE (CCS 2023 - 192) 



Dedico este trabalho ao meu doce e bom Pai, e à minha família.



AGRADECIMENTOS

À Deus, meu melhor amigo, por iluminar meus passos e me cercar de

bondade e misericórdia.

À Profª Drª. Rejane Pereira Neves pela orientação, oportunidade, apoio e

confiança em mim depositada.

À minha querida coorientadora, Profª Draª Danielle Patrícia Cerqueira

Macêdo, por me ensinar, acreditar, aconselhar, e principalmente por me inspirar

através do exemplo o tipo de pessoa e profissional que eu quero me tornar. Muito

obrigada pelas valiosas trocas!

Aos meus pais, Madalena e Lindoval, por me apoiarem na decisão de seguir

meus sonhos, por me ensinarem O caminho, e pelas orações depositadas tantas

vezes em taças de ouro nos Céus.

À Marcos Lacerda, meu companheiro de vida e alma, por ser meu suporte e

base, incentivando sempre meu crescimento, me nutrindo de amor e compreensão,

e boas risadas.

À Mayara Bárbara e Ianca Albuquerque, pela parceria na jornada acadêmica,

nos surtos, nas alegrias, no apoio moral e físico durante os experimentos e na vida.

À Marques Leonel, por ser um grande amigo e verdadeiro contribuidor nas

minhas pesquisas, e a Anne Luise, pelo afinco e dedicação na colaboração da

pesquisa.

Aos demais integrantes do LAM, Gabriel Nascimento, Gabriel Torres,

Maryanne, Fenícia e Felipe, por serem os pés e mãos de Jesus na minha vida

durante os experimentos.

Às minhas melhores amigas Carol e Mabilly, por fazerem parte da minha

história desde a graduação e permanecerem sendo tão especiais em cada jornada.

À Franz de Assis e Daniela Buonafina, e demais integrantes do Laboratório

de Micologia Médica, por contribuírem ativamente para que meu conhecimento.

Aos meus professores da Pós-graduação de Medicina Tropical pelo

conhecimento compartilhado que impactou minha formação acadêmica.

Aos membros da banca, por terem aceitado o convite e por se mostrarem

dispostos a contribuir para a melhoria da escrita e da pesquisa.



Por fim, a todas as pessoas que contribuíram direta ou indiretamente a esse

trabalho. Todos que passaram pela minha vida, principalmente nesse período, foram

primordiais para o desenvolvimento e realização dessa pesquisa.



“Viajar pela rede micelial é como se misturar com os pontos mais obscuros e

interessantes de nossa existência celestial”

(Paul Staments - Star Trek Discovery)



RESUMO

Aspergillus fumigatus é o principal agente etiológico da aspergilose pulmonar, cuja

forma invasiva apresenta altas taxas de mortalidade em pacientes

imunocomprometidos. Um dos pré-requisitos para invasão tecidual e importante fator

de virulência para a espécie é a produção de biofilmes. O tratamento nestas

condições é complexo, e consiste tanto na remoção cirúrgica da massa fúngica, dos

dispositivos associados, quanto no uso de antifúngicos azóis ou polienos. No

entanto, a eficácia do tratamento farmacológico nos últimos anos tem sido

ameaçada pelo surgimento de isolados resistentes. Desta forma, faz-se necessário a

descoberta e desenvolvimento de novas alternativas farmacoterapêuticas, onde, do

ponto de vista químico-medicinal, os híbridos moleculares com 2-isoxazolina

aza-bicíclica constituem-se boas opções. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi

avaliar a atividade dos híbridos moleculares frente a células planctônicas e biofilmes

proveniente de isolados resistentes de A. fumigatus. Foram utilizados isolados de A.

fumigatus, originados de amostras ambientais e de espécimes clínicos, mantidos na

Micoteca URM da UFPE. Ao todo, foram testados 10 híbridos moleculares frente às

células planctônicas e sésseis de A. fumigatus pela técnica de microdiluição em

caldo. Todos os híbridos inibiram o crescimento das células planctônicas com

concentrações inibitórias variando de 32-1024 μg/mL. Os híbridos R-122 e R-147

também demonstraram atividade na inibição da formação de biofilme e na

erradicação dos mesmos na concentração de 2048 μg/mL. A descoberta do

mecanismo de ação e a realização de mais testes in vitro e in vivo são necessários

para revelar mais do potencial antifúngico.

Palavras-chave: Aspergillus fumigatus; farmacorresistência micótica; biofilmes.



ABSTRACT

Aspergillus fumigatus is the main etiologic agent of pulmonary aspergillosis, whose

invasive form has high mortality rates in immunocompromised patients. One of the

prerequisites for tissue invasion and an important virulence factor for the species is

the production of biofilms. Treatment in these conditions is complex, and consists of

both surgical removal of the fungal mass and associated devices, and the use of

azole or polyene antifungals. However, the effectiveness of pharmacological

treatment in recent years has been threatened by the environment of resistant

isolates. Thus, it is necessary to discover and develop new pharmacotherapeutic

alternatives, where, from a chemical-medicinal point of view, molecular hybrids with

aza-bicyclic 2-isoxazoline are good options. Thus, the objective of this work was to

evaluate the activity of molecular hybrids against planktonic cells and biofilms from

resistant isolates of A. fumigatus. Isolates of A. fumigatus were used, originating from

environmental samples and clinical specimens, admitted to the Micoteca URM of

UFPE. Altogether, 10 molecular hybrids were tested against planktonic and sessile

cells of A. fumigatus by the broth microdilution technique. All hybrids inhibited

planktonic cell growth with inhibitory concentrations ranging from 32-1024 μg/mL.

Hybrids R-122 and R-147 also generated activity in the trajectory of biofilm formation

and in their eradication at a concentration of 2048 μg/mL. Discovery of the

mechanism of action and further in vitro and in vivo tests are needed to reveal more

of the antifungal potential.

Keywords: Aspergillus fumigatus; drug resistance; biofilms.
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1 INTRODUÇÃO
Apesar da grande diversidade do Reino Fungi, que inclui cerca de 120 mil

espécies descritas e mais de 3,8 espécies estimadas, a maioria das infecções

causadas por fungos em pacientes imunocompetentes são limitadas

(HAWKSWORTH; LÜCKING, 2017; KÖHLER et al., 2017). Por isso, os efeitos

nocivos destes patógenos à saúde humana eram negligenciados em detrimento de

outros microrganismos, como bactérias, vírus e parasitas (BROWN et al., 2012). No

entanto, o aumento da população imunocomprometida, decorrente das últimas

décadas de infecções imunossupressoras, causada por HIV (PANDEY; GALVANI,

2019), da realização de mais transplantes de órgãos (OLIVEIRA et al., 2016),

quimioterapias (BADIEE; HASHEMIZADEH, 2014), e recentemente a pandemia da

Sars-Cov-2 geraram um expressivo acréscimo nos casos de infecções fúngicas

oportunistas, crônicas e/ou disseminadas, dentre os quais, Aspergillus fumigatus é

um dos principais agentes etiológicos (SALEHI et al., 2020).

A. fumigatus é um fungo filamentoso e sapróbio, comumente encontrado em

solos, águas, detritos organicamente enriquecidos, vegetação em decomposição,

superfícies internas de edifícios, gesso e alvenaria. Embora seja uma espécie

essencialmente ambiental, A. fumigatus possui alta taxa de adaptabilidade, sendo

capaz de se beneficiar das deficiências imunológicas, adquiridas ou hereditárias, de

um hospedeiro, para diminuir suas chances de eliminação quando os esporos são

inalados, desencadeando uma série de manifestações clínicas, que vão de um

quadro alérgicos a infecções invasivas e/ou disseminadas com altas taxas de

mortalidade (KÖHLER et al., 2017; JANBON et al., 2019).

Um dos fatores agravantes para a patogênese de A. fumigatus é a formação

de biofilmes, isto é, comunidades microbianas constituídas de hifas entrelaçadas,

tridimensionalmente, envolvidas por uma Matriz Extracelular Polimérica (MEP). Os

biofilmes de A. fumigatus tornam o manejo terapêutico da aspergilose extremamente

difícil, uma vez que, nesta configuração, geralmente a patogenicidade e o perfil de

resistência dos isolados aumentam, em relação às células planctônicas (KEOWN et

al., 2020). Somado a isto, o surgimento e disseminação de isolados clínicos e

ambientais de A. fumigatus resistentes à azóis e outras classes de medicamentos

torna o tratamento da aspergilose ainda mais complexo, impactando diretamente

nas taxas de sobrevida dos pacientes, bem como no tempo de internação.
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Logo, em decorrência do crescente número de isolados resistentes a

medicamentos, dos impactos clínico-hospitalares reais, dos fatores de virulência

associados a espécie Aspergillus fumigatus e do limitado arsenal terapêutico

disponível nestas condições, faz-se necessário a descoberta e desenvolvimento de

novas alternativas farmacoterapêuticas (VIEIRA E SANTOS, 2017). Estas

alternativas, do ponto de vista químico-medicinal, podem surgir a partir de testes

com compostos híbridos contendo o núcleo de 2-isoxazolina aza-bicíclica, uma vez

que estes já demonstraram atividade biológica para outros microrganismos, e mais

recentemente, apresentaram atividade antifúngica, in vitro, quando associados ao

fluconazol em cepa fúngica resistente a azóis do gênero Candida (ALBUQUERQUE,

2019).

Portanto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade antifúngica de

híbridos de 2-isoxazolina aza-bicíclica frente células planctônicas e biofilmes de

isolados fenotipicamente resistentes de A. fumigatus.
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2 REVISÃO DE LITERATURA

2.1 INFECÇÕES ASSOCIADAS A Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus é um fungo filamentoso, sapróbio de crescimento

rápido, comumente encontrado no solo sobre a matéria orgânica em decomposição,

bem como, na água e ar (LATGÉ, 2001; ABAD et al., 2010; KWON-CHUNG; SUGUI,

2013). Tem distribuição cosmopolita e se estabelece em diversos outros ambientes,

com maior prevalência do que as outras espécies do gênero, devido suas

características ecofisiológicas e morfológicas (PAULUSSEN et al., 2017; DALOH et

al., 2022). Os isolados de Aspergillus fumigatus normalmente são termotolerantes,

xerofílicos, capazes de resistir a contínuos ciclos de dessecação-reidratação e ainda

esporular (CANNON et al., 2009; KRIJGSHELD et al., 2012; WYATT et al., 2015).

Também são capazes de crescer em amplas faixas de pH, suportar altas pressões e

degradar polissacarídeos de células vegetais para adquirir nitrogênio (THOM;

CHURCH, 1918; ABAD et al., 2010). Além disso, essa espécie possui estruturas de

reprodução de pequeno tamanho (conídios) e grande hidrofobicidade que

contribuem para a flutuabilidade e disseminação em ambientes internos (superfícies

de edifícios, ar-condicionado, eletrodomésticos) e externos (solo, ar/aerossóis, lagos

e rios) (PARIS et al., 2003; PAULUSSEN et al., 2017; VALSECCHI et al., 2017).

De forma semelhante à sua habilidade fisiológica de persistir em diferentes

condições de estresse ambiental, A. fumigatus é capaz de adaptar sua maquinaria

enzimática e desenvolver mecanismos que permitam sua sobrevivência em

humanos, animais e vegetais, tornando-se assim, um patógeno fúngico facultativo e

oportunista (VALSECCHI et al., 2017; BALLARD et al., 2018; GONZALEZ-JIMENEZ

et al., 2021). Quando infectam um hospedeiro humano, as manifestações clínicas

decorrentes dependem do estado imunológico do hospedeiro, bem como, da

patogenicidade e virulência do fungo, sendo a porta de entrada mais comum para

esta espécie a via respiratória (SALES-CAMPOS et al., 2013; ROSOWSKI et al.,

2020).

Diariamente os seres humanos inalam em média 100 a 1.000 conídios de A.

fumigatus por dia (LATGÉ, 1999; VALSECCHI et al., 2017). Devido seu pequeno

tamanho, uma fração dos conídios inalados pode escapar das barreiras físicas e

mecânicas das vias aéreas superiores e penetrar no trato respiratório inferior, se

ligando às proteínas da lâmina basal dentro do pulmão do hospedeiro, conseguindo
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suprimir a acidificação dos macrófagos por causa da camada externa de melanina

que possuem (CROFT et al., 2016; PEREZ-CUESTA et al., 2020; STEWART et al.,

2020). Apesar disso, a maioria dos indivíduos saudáveis conseguem neutralizar e

eliminar estas estruturas através da depuração mucociliar, atuação de macrófagos e

neutrófilos e outros mecanismos de defesa (MARGALIT; KAVANAGH, 2015)

Entretanto, indivíduos imunocomprometidos são incapazes de eliminar esses

conídios, levando a colonização do pulmão por A.fumigatus (GAZENDAM et al.,

2016; LIU et al., 2022).

Após a colonização, a germinação dos esporos acontece através do aumento

da pressão osmótica intracelular, seguido de absorção de água, crescimento

isodiamétrico, e ruptura da camada de melanina. Isto resulta na perda da camada de

“rodlet” e na hidrofobicidade do propágulo (OSHEROV, 2008; BALTUSSEN et al.,

2020). Em seguida, os conídios, com a parede interna inalterada, crescem e formam

o tubo germinativo, de onde se originam as hifas. Constituídas essencialmente de

galactosaminogalactonano (GAG), fator de virulência que desempenha papel

adesivo, as hifas têm a capacidade de atravessar a barreira capilar alveolar, penetrar

nas células endoteliais, e chegar ao lúmen das arteríolas pulmonares (RENSHAW et

al., 2016). Quando tais eventos ocorrem, às hifas induzem sua própria

internalização, desencadeando injúria endotelial, liberação de citocinas pró

inflamatórias, expressão de fator endotelial na superfície das células, ativação da

cascata de coagulação e trombose intravascular, que resulta em significativos danos

teciduais (KAMAI et al., 2006). Ainda, fragmentos de hifas podem se disseminar por

via hematogênica, levando à invasão de órgãos profundos e necrose tecidual nos

focos de infecção (PAULUSSEN et al., 2017).

Em decorrência do mecanismo patogênico de A.fumigatus e de outras

espécies do gênero Aspergillus, os casos de aspergilose têm sido cada vez mais

reportados nos últimos anos (RUDRAMURTHY et al., 2019). Atualmente, estima-se

que existam 3 milhões de casos de aspergilose pulmonar crônica no mundo, e

300.000 casos de aspergilose invasiva (AI) a cada ano, dentre os quais, A.

fumigatus é o principal agente etiológico responsável (BONGOMIN et al., 2017).

Além disso, estudo aponta que 30 milhões de pacientes estão susceptíveis

imunologicamente ao desenvolvimento da aspergilose (BONGOMIN et al., 2017;

FIRACATIVE, 2020; SABINO et al., 2021). Isto provavelmente é reflexo do aumento

mundial da população imunocomprometida, decorrente das últimas décadas de
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infecções imunossupressoras, como HIV e COVID-19, e aumento na realização de

transplantes, quimioterapias e corticoterapias (OLIVER, 2021; HERNÁNDEZ-SOLÍS

et al., 2022). No entanto, acredita-se que os números reais de pacientes

predispostos e casos confirmados sejam ainda maiores do que as estimativas, visto

que, os relatórios sobre a situação epidemiológica de aspergilose são escassos em

muitos países (REECE et al., 2019).

No Brasil, as doenças causadas por A. fumigatus não fazem parte da lista

nacional de notificação compulsória, sendo assim dados oficiais sobre a incidência,

prevalência e mortalidade destas doenças ao nível nacional não existem (COSTA et

al., 2019). No entanto, alguns estudos conduzidos em instituições e hospitais

terceirizados fornecem um vislumbre do panorama epidemiológico do país. Um

estudo retrospectivo que analisou laudos de autópsia entre 1930 e 2015 de um

centro de serviço de autópsia em São Paulo, relatou a incidência de 11,2% para

aspergilose, sendo o primeiro diagnóstico realizado da doença apenas em 1996,

pelas dificuldades metodológicas para identificar o patógeno até aquela década

(DANTAS et al., 2021). Este estudo também afirmou que a condição de base

associada a estas infecções era o câncer. A pesquisa de Zicker e colaboradores

(2011) que observaram a epidemiologia de infecções fúngicas em pacientes

transplantados, relataram a incidência de 9% de aspergilose. E ainda, mais

recentemente, foram descritos casos de aspergilose associada a COVID-19 em um

centro de referência brasileiro, com taxa de mortalidade de 71,4% (DE ALMEIDA,

2022).

2.2 FATORES DE VIRULÊNCIA

A espécie Aspergillus fumigatus exibe muitos fatores de virulência que

determinam seu caráter infeccioso e oportunista. Estudos supõem que a espécie

adquiriu muitos destes fatores, ao longo dos anos, para poder sobreviver em nichos

ecológicos competitivos, como solo e água (TEKAIA; LATGÉ, 2005; FULLER et al.,

2011; CASADEVALL, 2012; BRIARD et al., 2015; VAN DE VEERDONK et al., 2017).

Outros modelos experimentais sugerem que a transição de fungo ambiental para

fungo infeccioso ocorreu devido a “virulência de uso duplo”, uma vez que os

mecanismos para evitar a predação ambiental são semelhantes aos mecanismos

utilizados pelo fungo para escapar do sistema imune inato do hospedeiro

(CASADEVALL; STEENBERGEN; NOSANCHUK, 2003; VAN WAEYENBERGHE et
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al., 2013; HILLMANN et al., 2015). No entanto, ainda há muito para ser definido

sobre a origem evolutiva dos mecanismos de virulência de A. fumigatus e o

consenso estabelecido é a virulência ser multifatorial (VAN DE VEERDONK et al.,

2017).

Dos fatores de virulência conhecidos, os mais citados são geralmente os

associados ao tamanho, adesão e resistência dos conídios; à taxa de germinação

das hifas; à produção de metabólitos secundários; aquisição de ferro e formação de

biofilme (CROFT et al., 2016). Porém, acredita-se que tal espécie expresse muito

mais fatores de virulência, os quais não foram elucidados (BORAL et al., 2018).

2.2.1 Conídios
Os conídios são os propágulos infecciosos de A. fumigatus. Tem pequeno

diâmetro (2,0-3,5 μm) e sua taxa de germinação acontece de 37 até 50 °C.

Estruturalmente, estes são compostos por três camadas: a camada externa, a

camada intermediária, e a camada interna (LATGÉ; BEAUVAIS; CHAMILOS, 2017).

A camada superficial, onde estão as proteínas hidrofóbicas ou “rodlets”, é

responsável pela flutuabilidade dos conídios, contribuindo consequentemente para a

dispersão desse fungo no ambiente. Ainda, junto com a melanina, as “rodlets” são

capazes de mascarar os Padrões Moleculares Associados Patógenos (PAMPS)

presentes na parede celular fúngica e impedir seu reconhecimento pelo sistema

imunológico do hospedeiro (AIMANIANDA et al., 2009; AIMANIANDA; LATGÉ,

2010).

A camada intermediária, composta principalmente de melanina

dihidroxinaftaleno, é importante para estruturação e rigidez da parede celular dos

conídios, sendo considerada como uma barreira protetora para o estresse biótico e

abiótico (LATGÉ; BEAUVAIS; CHAMILOS, 2017). Também é descrito que a melanina

tem ação anti-fagocítica, dado que inibe o complexo NADPH oxidase (conferindo

resistência ao ataque oxidativo do hospedeiro), neutralizando a fagocitose associada

à LC3 (essencial para morte intracelular de conídios) e bloqueando a acidificação do

fagossomo (JAHN et al., 2002; CHAMILOS et al., 2016). Por tais motivos, a ausência

de melanização nos conídios tem sido associada com a atenuação da virulência

(AKOUMIANAKI et al., 2016).

Por último, a camada de polissacarídeos atua como um escudo para os

conídios devido às propriedades imunomoduladoras (BRIARD et al., 2016). Um dos
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principais polissacarídeos, a glucana, além de mascarar os PAPMs, têm papel

adesivo entre conídios e hifas em germinação (CLAVAUD et al., 2012). Já a

galactomanana está associada ao perfil de resposta imune que favorece a infecção

fúngica. Esta camada ainda possui muitas adesinas, importantes para germinação e

interação com as células epiteliais do hospedeiro (ABAD et al., 2010).

2.2.2 Germinação dos conídios
Em condições favoráveis, na natureza e no hospedeiro, os conídios podem

germinar de 1 a 18 horas (DANION et al., 2021). Durante a germinação dos conídios

(Figura 1), a superfície celular fúngica passa por diversas modificações que levam a

perda das estruturas das camadas externas (melanina e proteínas “rodlets”) e a

expressão de Galactosaminogalactano (GAG) na parede celular (LATGÉ;

BEAUVAIS; CHAMILOS, 2017). Este último composto, é um dos principais fatores

de virulência expressos durante a transição de conídios a hifas, e estão envolvidos

em várias interações com o hospedeiro, incluindo a adesão às células hospedeiras,

evasão e modulação da resposta imune e ativação plaquetária (SPETH et al., 2019).

Figura 1 - Germinação de conídios de A. fumigatus através da análise de Ressonância Magnética

Nuclear (RMN).

Fonte: Adaptado de Lamon et al., (2023).

Estudos revelam que a deficiência na expressão do GAG por cepas de

Aspergillus fumigatus reflete em baixa aderência, e consequente baixa colonização e

disseminação do fungo (FULLER et al., 2016; ZHANG et al., 2018). Além disso, o

GAG também prejudica o reconhecimento das hifas pelas lectinas 1 do tipo C, o que

implica na supressão de algumas respostas inflamatórias do hospedeiro

(GRAVELAT et al., 2013).

Quanto à atuação em neutrófilos, autores sugerem que o GAG age por dois

mecanismos para impedi-los: induzindo a apoptose e conferindo resistência à morte
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por armadilhas extracelulares de neutrófilos (ROBINET et al., 2014; LEE et al.,

2015). Ele também possui efeitos imunomoduladores, promovendo um padrão de

citocinas que regula negativamente a resposta TH1 e favorece a resposta TH2.

Resposta esta que não é eficiente ou protetora e contribui para o crescimento

fúngico (GRESNIGT et al., 2014).

Em contraste com as interações citadas acima, constatou-se que o GAG

também pode acionar a resposta antimicrobiana através da ativação plaquetária

(RAMBACH et al., 2015). Contudo, a ativação e degranulação das plaquetas pode

contribuir também para patogênese do fungo, uma vez que causam agregação

plaquetária e trombose, particularidades de uma infecção fúngica pulmonar

(STANZANI et al., 2015; SPETH et al., 2019).

2.2.3 Metabólitos secundários
O gênero Aspergillus produz uma notável variedade de metabólitos

secundários, isto é, moléculas bioativas não envolvidas no crescimento fúngico, mas

que desempenham papel fundamental na adaptação e virulência do microorganismo

(VADLAPUDI et al., 2017). Entre os 226 compostos produzidos pela espécie A.

fumigatus a gliotoxina e fumagilina, sobressai-se a nível de compreensão biológica e

genética, sendo os metabólitos mais investigados nas últimas décadas (FRISVAD et

al., 2009).

A gliotoxina, um tipo de epipolitiodioxopiperazina, atua através de diversos

mecanismos para mediar a citotoxidade celular, como: 1) antiangiogênese; 2)

indução de apoptose; 3) Imunosupressão e 4) genotoxidade. A ação antiangiogênica

ocorre por meio da redução da produção de ROS e a supressão de NF-kB (fator

nuclear kappa B), um regulador transcricional de resposta pró-inflamatória do

hospedeiro (KNOWLES et al., 2020). A imunossupressão ocorre principalmente pela

capacidade da gliotoxina de facilitar a evasão do fungo do sistema fagocitário, e

reprimir a proliferação de células gigantes e células T (ZHANG et al., 2019;

GOMEZ-LOPEZ et al., 2022). Já a indução da apoptose pode acontecer em

decorrência de distintos mecanismos de sinalização via fosforilação e estresse

oxidativo. Além disso, estudos revelam que a gliotoxina pode induzir danos ao DNA

e mitocôndrias de células epiteliais pulmonares (JIA et al., 2014).

A fumagilina, micotoxina isolada primeiramente em 1949, também tem grande

papel na virulência, e tem como alvo a MetAP (enzima metionina aminopeptidase)
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do tipo 2 (FALLON; REEVES; KAVANAGH, 2011). A atividade desta MetAP é

essencial para a viabilidade celular por estar relacionada à síntese de novas

proteínas (ESA et al., 2022) Logo a ligação irreversível e a inativação da mesma

realizada pela fumagilina implica diretamente na integridade celular do hospedeiro

(GURUCEAGA et al., 2018). Além disso, a fumagilina também está associada com a

promoção de eritrocitose e de efeitos citotóxicos e citostáticos em linhagens

celulares susceptíveis (GURUCEAGA et al., 2019).

Cabe ressaltar que outros metabólitos secundários biossintetizados por

Aspergillus fumigatus como fumitoxinas, fumigaclavinas A e C, fumitremorginas,

tripacidina, pseurotinas, ácido helvólico, piripiropenos, metil-sulocrina,

verruculogênio, fumiquinazolinas também estão envolvidos com o comprometimento

do sistema imunológico do hospedeiro, e alguns deles não sejam considerados

micotoxinas reguladas (ARASTEHFAR et al., 2021). Há também uma grande

variedade de enzimas que como metaloproteases, proteases alcalinas, aspartil

protease, serina protease e elastases, que tem impacto direto na patogenia no

hospedeiro (RODRIGUES, 2016).

2.2.4 Aquisição de ferro
Sabe-se que a absorção de macro e micronutrientes é fundamental para o

crescimento e a patobiologia de fungos. Por isso, A. fumigatus, como um grande

competidor de nicho, desenvolveu diversos mecanismos para adquirir nutrientes

eficientemente, entre os quais está o ferro (VAN DE VEERDONK et al., 2017).

O ferro é um cofator indispensável para diversos processos metabólicos, e

seu papel na virulência está relacionado com o crescimento intracelular dos conídios

e a sobrevivência dos mesmos durante a fagocitose (HAAS, 2012; GERWIEN et al.,

2018). A aquisição deste metal durante a infecção representa um desafio, uma vez

que sua disponibilidade é baixa e depende também da imunidade nutricional do

paciente (VAN DE VEERDONK et al., 2017).

As formas conhecidas de captação de ferro por A. fumigatus são por sistema

de assimilação redutora de ferro, permeases metálicas gerais, e sideróforos

(PEREZ-CUESTA et al., 2021). Estes últimos destacam-se por ter papel altamente

especializado em A. fumigatus e serem capazes de se ligar ao ferro extracelular com

muita afinidade, sendo a falta ou defeito desse sistema associada à virulência
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atenuada (EISENDLE et al., 2006; SCHRETTL et al., 2007; GSALLER et al., 2012;

GERWIEN et al., 2018).

2.2.5 Biofilmes
Biofilmes são definidos como comunidades estruturadas e complexas (Figura

2), compostas de células firmemente aderidas entre si e a uma superfície biótica ou

abiótica, envoltas por uma matriz extracelular polimérica (MELLO et al., 2016).

Embora seja um modo de crescimento microbiano comum na natureza, evidências

claras comprovam que a capacidade e intensidade de formação de biofilme é um

importante fator de virulência para muitos microrganismos, incluindo, A. fumigatus

(IKEDA.; SUGIMOTO; KUME, 2018).

A produção de biofilmes acentua a virulência dos isolados, uma vez que,

neste modo, os fungos podem estabelecer-se como comunidades em superfícies,

biomateriais, e em dispositivos médicos implantados (cateteres, marcapassos

cardíacos, válvulas cardíacas, próteses articulares, etc.) promovendo rotas

alternativas de infecção, além da via respiratória (BLANKENSHIP; MITCHELL, 2011)

Além disso, no hospedeiro, a transição morfológica para uma forma mais complexa

estruturalmente favorece a invasão, colonização e multiplicação de A. fumigatus em

outros tecidos e órgãos (RAMMAERT, 2018).

Quando comparadas às células planctônicas, as células incorporadas no

biofilme são rigorosamente mais resistentes aos antimicrobianos convencionalmente

utilizados, e possuem diversos e distintos mecanismos para evadir-se eficientemente

as células efetoras do hospedeiro (SWAPNAJA et al., 2016). Por isto, a presença de

biofilmes na aspergilose se correlaciona com a diminuição da susceptibilidade

antifúngica e falhas do tratamento terapêutico (PERDONI, 2015).

Entre os mecanismos de resistência exibido pelos biofilmes de A. fumigatus,

acredita-se que a MEP, formada de polissacarídeos, galactosaminogalactana,

proteínas e lipídios, desempenhe um papel fundamental na resistência, dado que,

ela une de forma coesa as hifas e promove um ambiente de comunicação entre as

células e transferência horizontal de genes de resistência (ARBARI; KJELLERUP,

2015; RIARD et al., 2016). Além disso, ela serve como uma barreira física,

impedindo a penetração e difusão dos antifúngicos, e semelhantemente, impedindo

a ação dos leucócitos. Outro fator que contribui para a resistência é a presença de

bombas de efluxo de resistência a múltiplos medicamentos, que estão envolvidas na
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extrusão ativa de moléculas antimicrobianas, incluindo azóis, polienos e

equinocandinas. Há também alterações e/ou superexpressão de moléculas alvo,

tolerância e densidade celular limitadas, entre outros mecanismos (VAN DE SANDE

et al., 2010; FRANCISCO; BRAGA, 2022).

O processo de formação de biofilmes de A. fumigatus é cíclico, sequencial, e

resumidamente inclui quatro estágios: adesão e germinação de conídios (10 horas);

entrelaçamento das hifas e formação de monocamadas (10-16 horas); aumento de

complexibilidade e maturidade estrutural (18-24 horas); dispersão do biofilme (48-72

horas) (SAUER et al., 2022). O primeiro estágio consiste na adesão e germinação

de conídios das células planctônicas ao substrato. Esta operação é realizada por

processos físicos e biológicos que dependem de interações eletrostáticas,

hidrofobicidade dos conídios, e da rugosidade das superfícies que pode ser biótica e

abiótica, por isso, a ligação é considerada instável e reversível (CRAMER et al.,

2008; LIU et al., 2022). O segundo estágio inicia-se quando a força de repulsão

eletrostática entre célula e substrato é superada, tornando a adesão sólida e

irreversível. Ainda, nesta fase ocorre a produção da MEP, composta por melanina,

proteínas, monossacarídeos, 1,3 glucano e DNA extracelular, que une as hifas de

forma coesa e fornece complexibilidade estrutural e profundidade dos biofilmes.

Além disso, a MEP garante a captação de nutrientes e de mais células planctônicas

para constituir o biofilme e impede a penetração de antifúngicos (KAUR; SINGH,

2014). Em seguida, as células adsorvidas se multiplicam formando microcolônias, e

amadurecem dentro da estrutura tridimensional da matriz, sendo agora chamado de

biofilme maduro. Por fim, quando o biofilme atinge a espessura máxima e os

nutrientes não são capazes de suprir a necessidade de toda comunidade, ocorre o

fenômeno de dispersão, em que algumas células do biofilme se desprendem e

dispersam formando novos biofilmes (RAJENDRAN et al., 2013; MORELLI;

KERKAERT; CRAMER, 2021).
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Figura 2 - Imagens de microscopia confocal de fluorescência representativas de biofilmes de A.

fumigatus durante os principais estágios de desenvolvimento.

Fonte: Adaptado de Morelli, Kerkaert e Cramer (2021).

Cabe ressaltar que os biofilmes de Aspergillus fumigatus podem apresentar

diferentes configurações tridimensionais. No aspergiloma, estudos descrevem que

as hifas dos biofilmes são numerosas e estão intimamente entrelaçadas e

compactadas, formando uma massa esférica de hifas chamada de “bola fúngica” .

Em contraste, na Aspergilose Invasiva (AI) as hifas dos biofilmes estão entrelaçadas

de forma difusa (RAMAGE et al., 2011). Estas diferenças podem ser parcialmente

explicadas pela localização diferencial do α1,3-glucano, um componente da MEP,

nos biofilmes. No aspergiloma, α1,3-glucano na MEP medeia a aglutinação de hifas,

enquanto em AI, α1,3-glucano está presente na camada interna da parede celular, o

que leva a separação e difusão das hifas (BEAUVAIS; LATGÉ, 2015).

2.3 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS E DIAGNÓSTICO

Como citado anteriormente, a manifestação clínica das infecções causadas

por A. fumigatus depende tanto da imunidade do hospedeiro quanto da

patogenicidade do isolado de A. fumigatus (Figura 3). No entanto, o órgão

comumente afetado é o pulmão, devido à inalação contínua de conídios de

Aspergillus sp. e a colonização no trato respiratório. De forma geral, aspergilose
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inclui três principais formas clínicas: alérgica (aspergilose broncopulmonar alérgica,

sinusite alérgica), crônica e saprofítica (aspergilose pulmonar crônica, otomicoses,

aspergiloma), invasiva (aspergilose pulmonar invasiva, endocardite,

traqueobronquite, formas disseminadas) (HARMOUCHI et al., 2020). Manifestações

clínicas superficiais também podem ocorrer, como ceratite e onicomicoses. Ademais,

com menor frequência, pacientes podem ter fungemia secundária ao foco pulmonar

e apresentar invasão do sistema nervoso central por contiguidade da sinusite

(CADENA; THOMPSON; PATTERSON, 2021).

Figura 3. Visão geral esquemática das doenças pulmonares causadas por Aspergillus fumigatus.

Fonte: Adaptado de Verburg et al., (2022).
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2.3.1 Aspergilose Broncopulmonar Alérgica (ABPA)

Descrita pela primeira vez em 1952, a Aspergilose Broncopulmonar Alérgica

(ABPA) é uma condição pulmonar alérgica causada por uma reação de

hipersensibilidade mediada por imunoglobulina E (IgE) e imunoglobulina G (IgG) aos

antígenos de Aspergillus fumigatus, e outras espécies do mesmo gênero (HINSON

et al., 1952; GAGO; SHAH; PANJABI, 2016; DENNING; BOWYER, 2019). Ela afeta

principalmente indivíduos imunocomprometidos ou aqueles com doença pulmonar

subjacente, como asma e fibrose cística, e se apresentam comumente na terceira à

quinta década de vida (VITTE et al., 2017).

Devido à falta de dados robustos sobre a prevalência de ABPA no mundo,

estimava-se que o total era de 4 milhões de pessoas afetadas. No entanto,

atualmente, acredita-se que o número real de pacientes com ABPA exceda 4,8

milhões de pessoas, com tendência de aumento, dado a fragilidade pulmonar da

população causada pela pandemia de COVID-19 (DENNING; PLEUVRY; COLE,

2013; CAGGIANO et al., 2022). Dados da Organização Mundial de Saúde (OMS),

sugerem que na África a incidência estimada de ABPA variem de 117.000 a 587.000,

no Sudeste Asiático de 202.000 a 1.009.000, na Europa de 297.000 a 1.487.000 e

nas Américas de 409.000 a 2.045.000. Os dados ainda estimam que 4.837.000 dos

193 milhões de pacientes com asma ativa desenvolverão ABPA (DENNING;

PLEUVRY; COLE, 2013). No Brasil, não é possível estabelecer uma prevalência

precisa de ABPA, tendo em vista que mesmo após 30 anos do primeiro caso

diagnosticado no Brasil, menos de 15 artigos abordam a temática (SANTOS; DA

FONSECA; BARROS, 2021). No entanto, estima-se que esse número pode chegar a

mais de 480 mil pacientes (DENNING; PLEUVRY; COLE, 2013).

Os sintomas da ABPA são semelhantes ao da exacerbação da asma e fibrose

cística pulmonar e podem incluir sibilância, hiperreatividade brônquica,

bronquiectasias centrais associadas a broncorreia crônica, e tosse produtiva com

expectoração acastanhada contendo hifas. Pode ainda surgir outros sintomas

inespecíficos como astenia, anorexia, mialgia, febre baixa e hemoptises (SHAH;

PANJABI, 2016; PATEL et al., 2019).

O diagnóstico de ABPA é baseado em uma combinação de características

clínicas, sorológicas e radiológicas, e inclui a: verificação da hiperreatividade

cutânea imediata ao antígeno de A. fumigatus; análise e quantificação dos níveis
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séricos totais de IgE e IgG específica para A. fumigatus; radiografias e tomografia

computadorizada de tórax que podem evidenciar consolidações, nódulos

centrolobulares, opacidades parenquimatosas pulmonares fugazes, bronquiectasias

centrais, muco com elevada atenuação e aprisionamento de ar; e testes para

verificar a obstrução ao fluxo aéreo (ROSENBERG et al., 1977; WANG et al., 1978;

GREENBERGER, 2013; AGARWAL et al., 2013). No entanto, não há um protocolo

único preconizado para o diagnóstico, sendo os critérios de diagnóstico propostos

por vários autores sumarizados no quadro 1.

Quadro 1 – Critérios diagnósticos de ABPA.

CRITÉRIOS DE
ROSENBERG-PATTERSON

CRITÉRIOS DA SOCIEDADE
INTERNACIONAL DE

MICOLOGIA HUMANA E
ANIMAL

NOVOS CRITÉRIOS PARA
DOENTES SEM FIBROSE

CÍSTICA

CRITÉRIOS
UTILIZADOS NA

FIBROSE
CÍSTICA

Critérios maior:
• Asma;
• Presença de infiltrados
pulmonares transitórios
(fleeting shadows);
• Reatividade cutânea
imediata para Aspergillus
sp.;
• Elevação da IgE total;
• Precipitinas positivas para
Aspergillus sp.;
• Eosinofilia periférica;
• Elevação da IgE e IgG
específicas para antígenos
de Aspergillus sp.;

Critérios menores:
• Expectoração com
“rolhões” de muco
acastanhado;
• Cultura de expectoração
positiva para Aspergillus sp.;
• Reatividade cutânea tardia
para Aspergillus sp. .

Observação: Para o
diagnóstico é necessário
cumprir 5 critérios maiores e
3 critérios menores

Critérios essenciais (um tem
de estar presente):
• Asma;
• Fibrose cística.

Critérios obrigatórios
(ambos têm de estar
presentes):
• Níveis detectáveis de IgE
específica para Aspergillus sp.
(> 0,35 kU/L) ou testes
cutâneos de picada positivos
para o fungo;
• Elevação da IgE total
(tipicamente > 1000 IU/ mL,
mas se o paciente cumprir
todos os outros critérios, um
valor < 1000 IU/mL pode ser
aceitável, especialmente se os
níveis de IgG específica forem
> 27 mg/L).

Outros critérios (pelo menos
dois têm de estar
presentes):
• Precipitinas de Aspergillus
sp. ou elevação da IgG
específica por imunoensaio (>
27 mg/L);
• Opacidades pulmonares
radiológicas consistentes com
ABPA;
• Eosinofilia > 500 células/µL
em doentes
glucocorticoides-naïve.

• História atual ou prévia de asma
ou sintomas asmáticos;
• Eosinofilia periférica ≥ 500
células/mm3;
• IgE total sérica ≥ 417 IU/mL;
• Reatividade cutânea imediata ou
IgE específica positiva para
fungos filamentosos;
• Precipitinas positivas ou IgG
positiva para fungos filamentosos;
• Crescimento de fungos
filamentosos em cultura de
expectoração ou lavado
broncoalveolar;
• Presença de hifas fúngicas no
muco brônquico;
• Bronquiectasias centrais na
tomografia torácica;
• Impactação mucóide nos
brônquios centrais observável na
tomografia torácica/broncoscopia,
ou história de expectoração com
“rolhões” de muco;;

Observação: Os pacientes que
cumpram pelo menos 6 critérios
são diagnosticados com ABPA ou
micose fúngica; Os fungos
filamentosos nos critérios devem
ser idênticos.

Presentes dois
dos seguintes
três:
• Testes cutâneos
positivos para
Aspergillus sp.;
• Precipitinas
para Aspergillus
sp.;
• IgE total sérica
> 1000 IU/mL.

E pelo menos
dois dos
seguintes seis:
•
Broncoconstrição
• Eosinofilia
periférica >
1000/µL;
• História de
infiltrados
pulmonares;
• Elevação de
IgE/IgG
específica
Aspergillus sp.;
• Crescimento de
Aspergillus sp.
em cultura ou
esfregaço de
expectoração;
• Resposta a
corticoterapia.

Fonte: Adaptado de Abreu, Silva e Plácido (2022).
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2.3.2 Aspergiloma
O aspergiloma (bola fúngica), é um tipo não invasivo de aspergilose pulmonar

crônica caracterizado por um aglomerado de material fúngico viável e morto, células

inflamatórias, fibrina, muco, sangue e detritos do parênquima pulmonar, presente em

uma cavidade pré-existente, normalmente lobo superior ou brônquio dilatado

(RUSSO et al., 2020). Devido à necessidade de estabelecer-se em uma cavidade

pré-existente, pacientes com câncer de pulmão, fibrose cística, tuberculose,

pneumoconiose, abscessos pulmonares, entre outros são susceptíveis ao

desenvolvimento do aspergiloma (HERNÁNDEZ-SOLÍS et al., 2022). Além disso,

estima-se que a incidência de aspergiloma em pacientes com aspergilose pulmonar

crônica seja de 25% (DENNING; PLEUVRY; COLE, 2013).

A depender da resposta imune do hospedeiro, a constituição, propensão à

invasão fúngica do parênquima, e sintomatologia podem variar. Normalmente, os

pacientes são assintomáticos, dificultando o diagnóstico. No entanto, quando

apresentam sintomas o principal é a hemoptise, que pode transformar-se em uma

hemorragia maciça e fatal em alguns casos. Outros sintomas também são relatados

como: tosse crônica, fibrose pulmonar, anorexia e febre (CHAKRABORTY, 2022;

KESKIN; DIROL; BOZKURT, 2022).

De acordo com a suspeita clínica, o diagnóstico de aspergiloma é realizado

através da combinação de evidência radiológica e sorológica ou microbiológica

direta das espécies de Aspergillus sp. Os resultados de exames de imagens

normalmente mostram uma massa sólida arredondada, por vezes móvel, dentro de

uma cavidade esférica ou oval, e separada da parede da cavidade por um espaço

aéreo de tamanho e forma variáveis. A fibrobroncoscopia pode auxiliar no

diagnóstico do aspergiloma (SEHGAL et al., 2019; HARMOUCHI et al., 2020).

Ademais, cabe ressaltar que a presença de aspergiloma pulmonar está

relacionada com a resistência antifúngica e falhas no tratamento da aspergilose

crônica pulmonar uma vez que a penetração de medicamentos antifúngicos na bola

fúngica é reduzida (LACHANAS et al., 2005; LANG et al., 2020).

2.3.3 Aspergilose Invasiva (AI)
A aspergilose invasiva é a manifestação mais grave da aspergilose e

apresenta altas taxas de mortalidade em pacientes imunocomprometidos,

principalmente neutropênicos (GREGG; KAUFFMAN, 2015). É uma doença
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agressiva que consiste na intrusão de hifas de Aspergillus sp. na parede brônquica e

arteríolas pulmonares, que resulta em hemorragias, trombose e necrose (BARNES;

MARR, 2006; BINDER; LASS-FLORL, 2013). Além disso, a aspergilose pode

difundir-se por via hematogênica, e atingir outros órgãos como cérebro (levando a

convulsões, infartos cerebrais, hemorragia intracraniana, meningite e abscesso

epidural), pele (aspergilose cutânea), rins, pleura, coração (endocartide), olhos

(endoftalmite) esôfago e fígado (DAGENAIS; KELLER, 2009; CHALLA, 2018).

A sintomatologia da aspergilose invasiva é variável, inespecífica e depende

dos locais afetados. Geralmente os pacientes apresentam dor pleurítica, tosse

produtiva, dispneia, e febre não responsiva a antibióticos. Hemoptise leve também é

relatada em pacientes com aspergilose invasiva. No entanto, a hemoptise grave é

mais comum em pacientes neutropênicos (PAULUSSEN et al., 2016).

Em virtude dos sintomas clínicos inespecíficos, o diagnóstico da aspergilose

invasiva constitui-se um desafio na prática clínica. Embora os métodos de

diagnósticos convencionais baseados em cultura e histologia de amostras clínicas

continuem sendo essenciais para o diagnóstico (SCHAUWVLIEGHE, 2018); Outros

critérios importantes devem ser considerados, como: evidências radiológicas de

infecção do trato respiratório inferior (normalmente com a presença de múltiplos

infiltrados, nódulos com uma zona opaca ao redor, chamado sinal de halo); testes

imunológicos, sorológicos e moleculares para detecção de antígenos de Aspergillus

sp., características relacionadas ao paciente, como neutropenia ou febre

(LASS-FLÖRL, 2019).

2.4 TRATAMENTO MEDICAMENTOSO DA ASPERGILOSE E RESISTÊNCIA

ANTIFÚNGICA

A eficácia da terapia antifúngica depende do perfil de sensibilidade dos

isolados, do estado imunológico do hospedeiro e do diagnóstico precoce. As

principais classes de antifúngicos utilizados para o tratamento da aspergilose são os

azóis, polienos e equinocandinas (PAULUSSEN et al., 2016; VAN DE VEERDOONK

et al., 2017).

2.4.1 Azóis
Os antifúngicos azólicos compreendem anéis heterocíclicos de cinco

membros com dois (imidazóis) ou três (triazóis) átomos de nitrogênio. Atualmente,
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constitui-se como a classe de medicamentos mais empregada em tratamentos e

prevenção de infecções fúngicas, incluindo as invasivas, por possuir um amplo

espectro de ação. Além disso, a classe conta com mais de 40 medicamentos, dentre

os quais destacam-se: voriconazol, itraconazol, clotrimazol, cetoconazol, fluconazol,

posaconazol e isavuconazol (SHAFIEI et al., 2020).

O mecanismo de ação compartilhado por todos os medicamentos azólicos

consiste na inibição da enzima esterol 14α-desmetilase (CYP51), afetando na

biossíntese do ergosterol fúngico. Este, é o principal e fundamental componente da

membrana celular fúngica, e atua como um biorregulador de integridade, fluidez e

assimetria da mesma. Além disso, o ergosterol é um importante fator de proliferação

das células fúngicas (CHANDRIKA; SHARMA, 2020). Desta forma, o bloqueio na

biossíntese do ergosterol resulta na alteração da permeabilidade e fluidez normais

da membrana da célula fúngica, o que impacta na atividade de enzimas ligadas à

membrana e acarreta na inibição de crescimento e replicação de células fúngicas

(ZAVREL; WHITE, 2015; ROBBINS; WRIGHT; COWEN, 2016).

Embora os azóis, principalmente o voriconazol, aumente a taxa de sobrevida

de pacientes com aspergilose invasiva e constitua-se como primeira linha de

tratamento da aspergilose, o surgimento de isolados de Aspergillus sp. resistentes a

azóis tem ameaçado a eficácia esta classe (LESTRADE et al., 2019). Em um estudo,

Fuhren et al., (2015) revelam altas incidências de resistência ao voriconazol (16,2%)

para isolados de A. fumigatus em pacientes de alto risco. Já Resendiz-Sharpe et al.,

(2019) reportaram uma taxa de resistência ao voriconazol de 19% em pacientes com

aspergilose invasiva e doenças hematológicas subjacentes, e associaram esta

resistência ao aumento de 21% na taxa de mortalidade desses pacientes. Os

mecanismos de resistência adquirida de A. fumigatus a azóis estão comumente

relacionados a mutações da CYP51A. No entanto, outros mecanismos mediados por

bombas de efluxo multirresistentes também são citados (SHARMA et al., 2015;

NABILI et al., 2016; Du et al., 2021; RHODES et al., 2022).

2.4.2 Polienos
Os polienos são uma classe de medicamentos anfifílicos, caracterizados

quimicamente pela existência de átomos de carbono ligados por numerosas ligações

duplas, sendo muitos delas conjugadas e alternadas. O principal representante dos
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polienos é a anfotericina B, porém existem outros medicamentos como nistatina,

natamicina, filipina, partricina (AGUIRRE; HAMID, 2015; STONE et al.,2016).

A anfotericina B (AmB) é um medicamento de amplo espectro, utilizado em

ambiente hospitalar, para o tratamento de uma gama de infecções fúngicas

invasivas. Para o tratamento da aspergilose, a ANF é administrada nos casos de

infecções resistentes aos medicamentos azóis. Sua ação ocorre através de sua

ligação com o ergosterol da célula fúngica, formando um complexo. Isto resulta no

aumento da permeabilidade da membrana, vazamento do conteúdo citoplasmático

e, finalmente, na morte da célula fúngica. Sendo assim, os polienos são fungicidas

(BRÜGGEMANN; JENSEN; LASS-FLÖRL, 2022).

Vale mencionar que embora tenha um bom efeito terapêutico para o

tratamento da AI e outras manifestações da aspergilose, as altas taxas de toxicidade

e efeitos colaterais como nefrotoxicidade, flebite, colaterais gastrointestinais, como

diarreia, náuseas e vômitos, distúrbios eletrolíticos, restringem seu uso (CAROLUS

et al., 2020).

Embora a resistência a anfotericina B ocorra em menor frequência quando

comparada à resistência aos azóis, muitos relatos descrevem o progressivo

aumento deste tipo de resistência em isolados de Aspergillus sp. (AZZOLA et al.,

2004; STEINBACH et al., 2004; HADRICH et al., 2012; BARCHIESI et al., 2013). A

maior taxa de resistência foi registrada em um estudo conduzido na Índia (92%)

(KATHURIA et al., 2015), seguido por um estudo na França (84%) (HADRICH et al.,

2012). No entanto, a prevalência exata de espécies de Aspergillus sp. resistentes a

AmB não foi determinada até o momento.

Os mecanismos pelos quais os isolados de Aspergillus sp. adquirem

resistência a anfotericina B ainda não estão elucidados, porém, suspeita-se que

envolva a diminuição da concentração de ergosterol na membrana celular e o

aumento de produção de catalases que promove a proteção da célula fúngica do

estresse oxidativo (GONÇALVES et al., 2016).

2.5 NOVAS ALTERNATIVAS TERAPÊUTICAS

A urgência de ampliar o arsenal terapêutico antifúngico, devido ao aumento

de isolados multirresistentes de A. fumigatus, leva a comunidade científica a buscar

novas estratégias e/ou compostos para o manejo mais efetivo das infecções

fúngicas (LI;ELA;CALDERONE, 2020). Neste contexto, a hibridização molecular
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constitui-se como uma importante estratégia, dentro da química medicinal, para

obter compostos bioativos com um bom perfil de estabilidade química e atividade

biológica (IVASIV et al., 2019).

A hibridização molecular é um método de criação de novos protótipos, isto é,

substâncias com relação estrutura-atividade confirmadas, baseado na combinação

de duas subunidades bioativas. Esta combinação gera scaffolds, os quais são

estruturas híbridas que devem manter as características pré-selecionadas dos

modelos originais (ARAÚJO et al., 2015; IVASIV et al., 2019). Entre os benefícios e

objetivos do planejamento e síntese de compostos a partir da hibridização estão: a

minimização de reações adversas ou efeitos secundários indesejáveis; sinergismo

farmacológico; e a interação de uma única molécula com vários alvos

farmacológicos, o que pode diminuir a indução de mecanismos de resistência por

microrganismos (SANTOS, 2020).

Em razão da grande versatilidade proporcionada pelo método de hibridização

molecular, e ampla diversidade de grupos farmacofóricos, há várias possibilidades

para síntese de híbridos moleculares ativos contra fungos (NERY et al., 2020). Neste

contexto, compostos heterocíclicos, como as isoxazolinas (Figura 4) desperta o

interesse de muitos pesquisadores para hibridização, uma vez que quimicamente

são fáceis de obter e possuem versatilidade quanto às substituições em sua

estrutura (REIS et al., 2011). Além disto, estas moléculas já apresentaram diversas

atividades biológicas anteriormente na literatura, como antifúngica, antibacteriana,

antiparasitária, antinociceptiva, anticoagulante e antitumoral (SARKER; NAHAR,

2011; STEFANI, 2009; TAVARES, 2010; PATEL; MEHTA, 2017; BASAPPA, 2003;

KALIRAJAN et al., 2012; SADASHIVA et al., 2003; GHIDINI et al., 2015).

Semelhantemente, as hidrazonas (Figura 5), compostos orgânicos

relacionados com cetonas e aldeídos, são considerados importantes para a síntese

de compostos heterocíclicos e subunidades de interesse para hibridização

(APRAHAMIAN, 2017). Isto ocorre porque estes compostos possuem diversas

propriedades biológicas e farmacológicas descritas na literatura como

antimicrobiana, anti-inflamatória, analgésica, antifúngica, anti-tubercular, antiviral,

anticancerígeno (LIU et al., 2009; KAREEM et al., 2015; SHARMA et al. 2020;

KHODJA et al., 2020). Além disso, outros estudos revelam exploram atividade

antiplaquetária, antimalárica, anticonvulsivante, cardioprotetora, anti-helmíntica,

anti-protozoárioa, anti-tripanossoma, anti-esquistossomose e etc (ROLLAS, 2007;
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NARASIMHAN; KUMAR; SHARMA, 2010; NARANG; NARASIMHAN; SHARMA,

2012; KAJAL et al., 2014; DE OLIVEIRA, 2020).

Assim, estes dois compostos são particularmente valiosos em vários métodos

sintéticos para a obtenção de produtos químicos bioativos, uma vez que suas

estruturas facilitam a modificação dos substituintes (WANG et al., 2023;). Ademais,

suas arquiteturas permitem uma possível ligação de alta afinidade a muitos alvos ou

múltiplos receptores distintos, auxiliando no desenvolvimento de medicamentos

inovadores com aplicações terapêuticas originais (MISHRA; PATEL; HALPANI,

2019). Portanto, os químicos medicinais têm se interessado em desenvolver e testar

compostos contendo hidrazonas e isoxazolina (SHAO; APRAHAMIAN, 2020).

Figura 4 – Estrutura química da isoxazolina

Fonte: Sarker, Nahar (2011).

Figura 5 – Estrutura química da hidrazona

Fonte: VERMA et al., (2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o potencial antifúngico de híbridos moleculares de 2-isoxazolina

aza-bicíclica frente células planctônicas e biofilmes de isolados fenotipicamente

resistentes à azóis e polienos de Aspergillus fumigatus.

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

- Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Fungicida

Mínima (CFM) dos híbridos moleculares frente aos isolados resistentes de

Aspergillus fumigatus;

- Investigar os possíveis mecanismos de ação dos híbridos moleculares;

- Avaliar a ação dos compostos híbridos selecionados sobre os biofilmes de

Aspergillus fumigatus em diferentes fases de formação.
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4. MATERIAIS E MÉTODOS
Trata-se de uma pesquisa do tipo experimental, in vitro, de abordagem

quantitativa e qualitativa, na qual derivados de 2-isoxazolina aza-bicíclica asociado a

hidrazonas para foram avaliados quanto à atividade antimicrobiana frente a células

planctônicas e sésseis. A pesquisa de bioprospecção, in vitro, foi realizada através

do método de microdiluição em caldo para determinar a concentração inibitória

mínima (CIM) e a concentração fungicida mínima (CFM), e os ensaios em biofilmes

formados e em formação para determinar a concentração inibitória mínima de

biofilme (CIMB) e concentração mínima de erradicação de biofilme (CMEB) (CLSI,

2018; PIERCE et al., 2015). Cabe ressaltar que os testes foram realizados com 4

repetições independentes.

4.1 HÍBRIDOS MOLECULARES

Neste estudo, 10 (dez) compostos derivados da hibridização do núcleo

2-isoxazolina aza-bicíclica com hidrazonas, sendo os códigos dos compostos:

R-122, R-127, R-128, R-142, R-143, R-147, R-148, R-154, R-155 e R-158. Estes

foram sintetizados cedidos pelo Laboratório de Síntese Orgânica Aplicada a

Fármacos (LASOF) do Departamento de Ciências Farmacêuticas da Universidade

Federal de Pernambuco - UFPE, e solubilizados em DMSO a 1% e tween 20, na

proporção 1:5, para facilitar a homogeneização. As concentrações utilizadas foram

definidas a partir de um ensaio piloto: 2 a 1024 µg.mL-1 para ensaios em células

planctônicas, 1024 µg.mL-1 e 2048 µg.mL-1 para testes em biofilmes.

4.2 ANTIFÚNGICOS PADRÕES

Os medicamentos de escolha foram anfotericina B (SigmaAldrich®),

itraconazol (Brainfarma®) e o voriconazol (SigmaAldrich®), comumente utilizados

para o tratamento de infecções por Aspergillus sp. Os fármacos foram diluídos em

DMSO, e as concentrações utilizadas no ensaio de células planctônicas foram de

0,03 a 16 µg.mL-1, enquanto para biofilmes de 16 e 32 µg.mL-1.

4.3 OBTENÇÃO E MANUTENÇÃO DAS CULTURAS

Para os ensaios de atividade antifúngica, 03 (três) isolados de Aspergillus

fumigatus. Para o controle de qualidade da produção de biofilme, foi utilizada a cepa

American Type Culture Collection (ATCC) 203405®, ambos cedidos na Coleção de
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Cultura da Universidade Federal de Pernambuco (Quadro 2). As culturas foram

mantidas em meio ágar batata dextrose à temperatura de 35 °C ± 2 °C.

Quadro 2 – Origem e identificação dos isolados de Aspergillus fumigatus utilizados.
Registro URM Substrato Local Depósito

7306 Solo de bosque São Paulo 2015

7315 Solo de mata atlântica Paraná 2015

6576 Esputo humano Pernambuco 2012

Legenda: URM: University Recife Mycology (Micoteca URM).

4.4 SUSCEPTIBILIDADE in vitro DOS HÍBRIDOS MOLECULARES

4.4.1 Preparação do Inóculo
A preparação do inóculo foi realizada segundo as recomendações do

documento M59 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020), com

algumas modificações. As cepas foram previamente cultivadas em tubos contendo

meio Ágar Batata Dextrose, por 48 horas, a 37 °C. Seguidamente, foram cobertas

com 5 mL de solução salina estéril (NaCl 0,85% p/v) contendo 0,01 mL de Tween

20, na concentração de 0,025% (v/v). As suspensões resultantes foram retiradas e

transferidas para tubos de ensaio esterilizados e agitadas por 2 minutos com auxílio

do aparelho vortex. Em seguida, a densidade óptica das suspensões foi ajustada

para absorbância de 0,09 a 0,13, por espectrofotometría, a 530 nm. Tal

procedimento promoveu suspensões com concentração de 1x106 a 5x106 de células

por mL, que foram confirmadas através da contagem das unidades formadoras de

colônias (UFC) em câmara de Neubauer.

4.4.2 Determinação Da Concentração Inibitória Mínima e Concentração
Fungicida Mínima

A determinação da CIMs e CFMs dos compostos foram realizadas pela

técnica de microdiluição, utilizando placas contendo 96 cavidades com fundo em

forma de fundo chato e em triplicata, segundo o documento M38 do Clinical

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018). Em cada orifício da placa, foi

adicionado 100 µL do meio líquido RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) esterilizado em

membranas de 0,22μm (Millipore, Darmstadt, Alemanha), com L-glutamina, sem
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bicarbonato de sódio e pH 7,0±0,1 tamponado com Ácido Morfolino Propano

Sulfônico (MOPS), 0,165 mol.L-1 (Sigma-Aldrich), duplamente concentrado.

Posteriormente, 100 µL da solução dos compostos, também duplamente

concentrado, foram adicionados nas cavidades da primeira coluna da placa. Por

meio de uma diluição seriada a uma razão de doius da coluna 1 a coluna 10, foram

obtidas concentrações de 1024 µg.mL-1 até 2 µg.mL-1 para os híbridos moleculares,

e de 16 µg.mL-1 até 0,03 µg.mL-1 para os fármacos, de modo que na primeira coluna

da placa se encontrará a maior concentração e na última, a menor concentração.

Por fim, foi adicionado 100 µg.mL-1 do inóculo das cepas em todos os poços da

coluna de 1 a 11.

Um controle de microorganismo foi realizado na coluna 11, com 100 µL de

RPMI 1640 duplamente concentrado e 100 µL do inóculo de cada espécie. Para

verificar a ausência de interferência nos resultados, foram feitos também controles

com o solvente (DMSO), surfactante (Tween 20), e os compostos (fármacos

comerciais e híbridos) utilizados na preparação das soluções. Além disso, um

controle de esterilidade do meio RPMI também foi realizado. Em seguida, as

microplacas foram seladas e incubadas a 35 ºC, e lidas em 24 e 48 horas.

A leitura visual foi executada considerando como Concentração Inibitória

Mínima a menor concentração de antifúngico capaz de inibir 80% do crescimento

fúngico, e como Concentração Fungicida Mínima, a menor concentração de

antifúngico capaz de eliminar 100% do crescimento fúngico. As CIM e CFM foram

confirmadas pelo retrocultivo de todos os poços, em placas de Petri contendo o meio

Ágar Batata Dextrose, as quais foram incubadas a 35 ºC, por 48 horas.

4.4.3 Ação do Produto na Parede Celular Fúngica
Para investigar a ação dos híbridos na parede celular fúngica foi realizado

ensaio com sorbitol, um protetor osmótico usado para estabilizar os protoplastos de

fungos. A determinação da CFM dos híbridos, na presença do sorbitol (0,8M), foram

realizadas pelo método de microdiluição, utilizando placas de microdiluição contendo

96 cavidades. O isolado utilizado foi a ATCC 203405®. Nos poços da microplaca

foram adicionados meio 100 µL RPMI 1640, previamente adicionado de sorbitol 0,8

M. Posteriormente, 100 µL da solução dos compostos, também duplamente

concentrado, foram adicionados nas cavidades da primeira coluna da placa. Por

meio de uma diluição seriada a uma razão de dois da coluna 1 à coluna 10, foram
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obtidas concentrações de 1024 µg.mL-1 até 2 µg.mL-1 para os híbridos moleculares.

Por fim, foram adicionados 100 µL do inóculo nas cavidades (FROST et al., 1995).

Foi estabelecido controles positivos e de esterilidade. As placas serão

assepticamente fechadas e incubadas a 35 °C por 48 horas. A leitura foi realizada

de forma semelhante ao descrito no tópico anterior, e os resultados foram

comparados com o mesmo ensaio na ausência do sorbitol (FROST et al., 1995).

4.5 ENSAIOS EM BIOFILME

4.5.1 Avaliação da Capacidade de Formação de Biofilmes
Os isolados de A. fumigatus foram cultivados em Ágar Batata Dextrose a 35

°C ± 2 °C por cinco dias. Os conídios foram coletados por lavagem da superfície das

culturas utilizando 5ml de tampão fosfato salino (PBS), pH 7,2 contendo Tween 20

na concentração de 0,025% (v/v), e ajustados para 1x105 células em meio RPMI

1640 (Sigma) tamponado com HEPES (Gibco®) em espectrofotômetro a 570 nm

(MOWAT et al., 2007). Em seguida, 180 µl da suspensão celular padronizada foi

inserida nos poços das placas de microtitulação de fundo chato (96 poços) e

mantida por 12, 24, 48, 72, 96 horas para avaliação do crescimento. Vale ressaltar

que os experimentos foram realizados em triplicata, e em quatro ensaios

independentes. Também foram feitos controles de esterilidade para o meio RPMI

1640 (Sigma) tamponado com HEPES, Tween 20, e PBS.

O biofilme produzido foi quantificado usando o ensaio de redução de sal de

1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan (MTT- Sigma Chemical, St. Louis,

MO), em que 20 µL, na proporção de 5 µL para 1 mL de tampão PBS, esterilizado

por filtração em membrana (Millipore, poros de 0,22 µm) foi adicionado à cada poço

da placa de microtitulação. As microplacas foram incubadas na ausência de luz, à

temperatura de 35 °C, por 18 horas. Seguidamente, o corante foi aspirado, e os

biofilmes foram descorados com a inserção de 200 µL de isopropanol nos poços

(FREMOSIER et al., 1999; BERRIDGE; HERST; TAN; 2005; KROM et al., 2006). As

microplacas foram mantidas em repouso por 15 min e em seguida foram transferidos

100 µL do conteúdo de cada poço para uma nova placa de microtitulação, a fim de

realizar a leitura em leitor de microplacas com 570 nm de comprimento de onda

(RAMAGE et al., 2002; KROM et al., 2006; PIERCE et al., 2008).



43

Os valores de absorbância obtidos foram proporcionais à atividade

metabólica do biofilme fúngico (quanto maior a quantidade de material biológico,

maior o nível de coloração e absorbância). O ponto de corte correspondeu ao valor

médio das absorbâncias do controle negativo somado a três desvios padrão. Para a

interpretação dos dados foram considerados os valores médios da leitura de

absorbância de acordo com a equação de Stepanovic et al. (2007). As amostras

assim foram classificadas como fortemente (absorbância média superior a quatro

vezes o ponto de corte), moderadamente (absorbância média entre duas e quatro

vezes o ponto de corte) ou fracamente (absorbância média superior a duas vezes o

ponto de corte) ou não produtoras de biofilme (absorbância média igual ou inferior o

ponto de corte).

4.5.2 Prospecção do Potencial Antibiofilme dos Híbridos Moleculares
Baseado nos testes de determinação de CIM e CFM, foram selecionados 2

(dois) híbridos moleculares, considerando as melhores atividades antimicrobianas

em relação aos demais e o padrão de precipitação. Ademais, foram utilizados 2

(dois) fármacos comerciais: anfotericina B (AmB) e voriconazol (VRC). A avaliação

do potencial antibiofilme foi realizada de acordo com Pierce et al. (2008), com

modificações. De forma semelhante ao descrito no tópico anterior, os isolados de

Aspergillus fumigatus foram cultivados e as suspensões celulares foram produzidas.

Cerca de 120 µL do inóculo foram inseridos nos poços nas microplacas juntamente

com 60 µL da solução do híbrido (1024 µg.mL-1 e 2048 µg.mL-1) ou fármaco a ser

testado (16 µg.mL-1 e 32 µg.mL-1). Em seguida, as microplacas foram incubadas

incubada a 37 °C por 48 horas. Cabe ressaltar que o experimento foi realizado em

triplicata, com controles negativos (poço sem formação de biofilme, apenas com

RPMI), controles de crescimento (com suspensão de células em RPMI, sem nenhum

composto), e controle de esterilidade (PBS, RPMI 1640, Tween).

Decorrido o tempo de incubação, os sobrenadantes foram aspirados e os

poços lavados três vezes com PBS para remoção das células não aderentes. A

quantificação foi realizada de acordo com o ensaio de redução de sal de 1-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-3,5- diphenylformazan (MTT- Sigma Chemical, St. Louis, MO).

As CIMBs foram determinadas como 100% de redução do metabolismo comparado

com o controle não tratado.
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4.5.3 Prospecção do Potencial Antimicrobiano no Tratamento de Biofilmes
Maduros dos Híbridos Moleculares

Os biofilmes foram produzidos conforme o descrito anteriormente. Após o

sobrenadante ser retirado, os poços foram lavados três vezes com PBS, e em

seguida, 180 microlitros µL das soluções dos híbridos (1024 µg.mL-1 e 2048 µg.mL-1)

ou fármacos a serem testados (16 µg.mL-1 e 32 µg.mL-1) foram adicionadas as

cavidades com biofilmes. Posteriormente, as microplacas foram incubadas a 37°C

por 24 e 48 horas. Cabe ressaltar que o experimento foi realizado em triplicata, com

controles negativos (poço sem formação de biofilme, apenas com RPMI), controles

de crescimento (com suspensão de células em RPMI, sem nenhum composto), e

controle de esterilidade (PBS, RPMI1640, Tween 20).

Decorrido o tempo de incubação, o sobrenadante foi aspirado e os poços

lavados três vezes com PBS para remoção das células não aderentes. A

quantificação foi realizada de acordo com o ensaio de redução de sal de MTT

(Sigma Chemical, St. Louis, MO). As CMEBs foram determinadas como 100% de

redução do metabolismo comparado com o controle não tratado.

4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os dados foram analisados separadamente, consoante a metodologia e

literatura proposta. Após a tabulação dos dados, a significância estatística entre os

grupos analisados foi determinada pela análise de variância de uma via (ANOVA), ou

duas vias, dependendo do modelo, seguida do teste de Tukey com intervalo de

confiança de 95% ou 99%, utilizando o software Graph Pad prism 8.0. Valores de “p”

menores que 0,05 (p<0,05) foram considerados como indicativos de significância.

Além disso, foram consideradas medidas descritivas como média, mediana,

coeficiente de variação, e desvio padrão da média, e foi assumido 5% de erro tipo 1

para que o intervalo de confiança fosse de 95%.

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 PERFIL DE SENSIBILIDADE DOS ISOLADOS

Conforme os resultados descritos na tabela 1, observa-se que as três cepas

são consideradas selvagens frente ao itraconazol, bem como, não-selvagens frente
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ao voriconazol e anfotericina B, não havendo diferenças estatísticas significativas

entre os isolados ambientais e clínico (p<0,001).

Tabela 1 – Concentração Inibitória Mínima (CIM) em µg.mL-1 de itraconazol, voriconazol e anfotericina
B em 48h.

Isolados

Fármacos testados

Itraconazol

(0,03 – 16 µg.mL-1)

Voriconazol

(0,03 – 16 µg.mL-1)

Anfotericina B

(0,03 – 16 µg.mL-1)

URM 7306 0,125 µg.mL-1(WT) 4µg.mL-1 (NWT) 8 µg.mL-1 (NWT)

URM 7315 0,250 µg.mL-1(WT) 8 µg.mL-1 (NWT) 8 µg.mL-1(NWT)

URM 6576 0,125 µg.mL-1(WT) 4 µg.mL-1 (NWT) 8 µg.mL-1 (NWT)

Legenda: URM - University Recife Mycology (Micoteca URM); CIM: Concentração inibitória mínima;
WT: Wild-type (selvagem); NWT: Non-wild-type (não-selvagem).

A suscetibilidade de isolados de A. fumigatus a antifúngicos azólicos é bem

documentada na literatura (LATGÉ; BEAUVAIS; CHAMILOS, 2017; REVIE et al.,

2018; SHAFIEI et al., 2020). Os fármacos triazólicos, como itraconazol e voriconazol,

são frequentemente utilizados no tratamento de muitas infecções causadas por A.

fumigatus, e de maneira geral, são eficazes na inibição do crescimento microbiano,

uma vez que interferem na biossíntese do ergosterol (BELLMANN;

SMUSZKIEWICZ, 2017; CADENA; THOMPSON; PATTERSON, 2021). No entanto, a

eficácia desta classe de medicamentos tem sido ameaçada, nos últimos anos, pelo

surgimento e disseminação de cepas com sensibilidade reduzida e/ou resistentes

(HENDRICKSON et al., 2019). Esta resistência, segundo estudos, decorre

principalmente de mutações no gene CYP51, responsável por codificar a proteína

14-α-desmetilase, alvo dos azóis (MOROGOVSKY et al., 2022), e desafiam as

estratégias atuais de tratamento em pacientes com doenças causadas por

A.fumigatus, visto que mutações deste gene têm sido associadas a falhas

terapêuticas e aumento da mortalidade desses pacientes (TAKEDA et al., 2021).

No presente estudo, embora todos isolados apresentem sensibilidade ao

itraconazol, resistência ao voriconazol foi registrada. Tais resultados corroboram com

os estudos de Resendiz-Sharpe et al. (2019) e Lestrade et al. (2019) que descrevem

significativa prevalência de resistência ao voriconazol por isolados de A. fumigatus
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(DENNING; BOWYER, 2013; ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2022). Além disso, o

padrão de sensibilidade exibido pelas amostras, com resistência a apenas um

triazólico, é concordante com a pesquisa de Lescar et al. (2014). Esta descreve uma

amostra pulmonar de A. fumigatus, suscetível ao itraconazol e posaconazol, mas

não ao voriconazol. Segundo os referidos autores, padrão de susceptibilidade como

este decorre da substituição isolada do aminoácido Y121F da CYP51A, que está

envolvido no acoplamento do anel pirimidina do voriconazol, comprometendo assim

a distribuição e ação deste medicamento (ZHUANG et al., 2019). Em contraste, os

autores também destacaram que a substituição do aminoácido Y121F não parece

interferir no desempenho antifúngico do itraconazol ou posaconazol, uma vez que

estes medicamentos não possuem anel pirimidina equivalentes, e podem acoplar-se

a CY51A de formas complementares (SHRIVASTAVA; SHARMA; SINGH, 2021).

O perfil de sensibilidade apresentado pelos isolados URM 7306 e URM 7315,

com CIM de 4-8 µg.mL-1 para o voriconazol, evidencia a importância da rota

ambiental na resistência a triazóis adquirida por A. fumigatus. De acordo com Lescar

et al. (2014), a seleção de cepas resistentes deste fungo pode ocorrer tanto em

pacientes tratados com triazóis, quanto em ambientes que contém resíduos de

pesticidas agrícolas triazólicos, uma vez que estes últimos podem exercer pressão

seletiva sob os isolados por atuarem no mesmo sítio de ação dos triazóis. Tal teoria

é apoiada pelos números crescentes de casos de aspergilose resistente à azóis em

pacientes virgens de terapia azólicas na França (DAUCHY et al., 2018), Espanha

(PELAEZ et al., 2015), Dinamarca (ASTVAD et al., 2014), México

(GONZALEZ-LARA et al., 2019) e Holanda (SNELDERS et al., 2008), e sustentada

pelos achados genéticos de isolados clínicos e ambientais de A. fumigatus que

compartilham as mesmas mutações no agrupamento de genes cyp51A (SHARMA et

al., 2015; NABILI et al., 2016; RHODES et al., 2022). No entanto, como o perfil

genético de resistência dos isolados não fazia parte do objetivo desta pesquisa, mais

estudos são necessários para esclarecer a correlação à resistência das amostras

ambientais e clínicas.

Em relação a anfotericina B, polieno de amplo espectro que causa a

despolarização da membrana celular fúngica por interagir com o ergosterol, todas as

amostras foram não-selvagens a este fármaco, com CIM de 8 µg.mL-1. Segundo

Fakhim et al. (2022), isolados ambientais ou clínicos de A. fumigatus resistentes à

anfotericina B são pouco relatados e ocorrem com menor frequência quando
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comparados a isolados resistentes à azóis. Contudo, trabalhos realizados na

Espanha (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2013), Canadá (ASHU et al., 2018) e

Coreia do Sul (HEO et al., 2015) confirmam o aumento deste tipo de resistência no

gênero Aspergillus nos últimos anos. Alastruey-Izquierdo et al. (2013) ao analisar a

distribuição de espécies e resistência a medicamentos antifúngicos na Espanha

envolvendo 29 hospitais em diferentes regiões da Espanha, percebeu que dentre os

325 isolados, 278 isolados eram do gênero de Aspergillus, e destes 35 foram

resistentes a anfotericina B (10,8%). Já Heo et al. (2015) relataram uma taxa de

26,5% de resistência num estudo conduzido com 136 isolados clínicos Aspergillus

sp.. Ashu et al. (2018) ao investigarem o perfil de susceptibilidade antifúngica de 195

isolados de A. fumigatus, sendo 124 amostras ambientais e 71 amostras clínicas,

verificaram resistência a anfotericina B em 92% e 100% dos isolados

respectivamente. E Reichert-Lima et al. (2018), em estudo realizado no Brasil,

identificaram uma frequência de resistência de 27,4% ao citado polieno em 168

amostras provindas de pacientes atendidos pelo Hospital das Clínicas da

Universidade de Campinas, São Paulo.

Sendo assim, os achados de resistência à anfotericina B da atual pesquisa

são respaldados pela literatura. Cabe ressaltar que a resistência à anfotericina B

constitui-se um grave e emergente problema de saúde pública, visto que, este

medicamento é o padrão ouro no tratamento de infecções fúngicas invasivas e não

responsivas a azóis. Porém, ainda há poucas informações disponíveis sobre os

mecanismos de resistência à AMB em A. fumigatus e as mutações que conferem

resistência permanecem largamente inexploradas (FAN; KORFANTY; XU, 2021)

5.2 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE DOS ISOLADOS AOS HÍBRIDOS

MOLECULARES

De acordo com os dados da tabela 2 e 3, em 24 horas todos os compostos

híbridos testados conseguiram inibir o crescimento in vitro de A. fumigatus, com

CFM variando de 32 a 1024 µg.mL-1 (70,79 µmol.L-1 a 2.767,56 µmol.L-1). Em 48

horas, no entanto, os valores da CFM aumentaram uma ou duas diluições, tendo

todos mantido atividade antifúngica. Dentre estes, os compostos R-122, R-147,

R-154, R-155 destacaram-se por apresentarem atividade antifúngica com menores

CFM nos três isolados (p<0,001).
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Compostos híbridos derivados do núcleo 2-isoxazolina aza-bicíclica,

sintetizados pelo LASOF, já haviam demonstrado atividade biológica anteriormente.

Mota (2018) ao avaliar o desempenho de dois derivados de

isoxazolina-acilhidrazonas aza-bicíclica relatou significativo efeito anti-inflamatório,

mucolítico, antiasmático e analgésico, sugerindo que estes candidatos a fármacos

poderiam tornar-se eficazes no tratamento da asma brônquica e analgesia. Coutinho

(2022), em seu trabalho, descreveu atividade antitumoral de híbridos de

2-isoxazolina aza-bicíclica/tiazóis frente a células cancerígenas das linhagens

NCI-H292 (carcinoma mucoepidermóide de pulmão) e Jukart (leucemia aguda de

células T), bem como, potente atividade antichagásica. Ainda, recentes

experimentos revelaram a atividade leishmanicida contra a forma promastigota de L.

amazonensis e L. infatum superior a miltefosina de uma série híbrida com

tiazolidina-2,4-diona (dados não publicados). No entanto, este é o primeiro estudo

que relata a atividade antifúngica de compostos híbridos de 2-isoxazolina

aza-bicíclica em fungos filamentosos, em especial, Aspergillus fumigatus.

Diferentemente dos resultados de Albuquerque (2019), que avaliou três

híbridos de 2-isoxazolina aza-bicíclica com tiazolidina-2,4-diona e com

tiossemicarbazona frente a Candida sp. e não verificou nenhuma atividade

antifúngica por parte dos mesmos. O presente trabalho destaca o potencial

antimicrobiano do núcleo de 2-isoxazolina aza-bicíclica associado a hidrazonas

como um importante composto contra fungos, em especial A. fumigatus, tendo em

vista que todas as moléculas obtiveram atividade antifúngica. Ademais, salientam a

importância da hibridização molecular, para a química medicinal, na obtenção de

novas moléculas bioativas de alta estabilidade química e com um bom perfil

biológico (IVASIV et al., 2019; AUTI; GEORGE; PAUL, 2020)

A atividade antimicrobiana dos compostos híbridos deste trabalho converge

com a ação biológica de seus grupos farmacofóricos, isto é, hidrazonas e

2-isoxazolina, registradas amplamente na literatura (ROCHA et al., 2019; SANKAR,

et al., 2019; DASCALU et al., 2020; KHODJA et al., 2020; TREFZGER et al., 2020;

XIE et al., 2020; SILVA et al., 2021). Thamba-chandrika et al. (2020) descreveram

uma série de monohidrazonas ativas contra cepas do gênero Candida, incluindo

amostras resistentes ao fluconazol, com CIM entre 0,06 - 31,3 µg.mL-1. BANO et al.

(2015), demonstraram a equipotente atuação antifúngica, em relação ao fluconazol,

de alguns derivados de isoxazolinas frente a cepas de Aspergillus fumigatus,
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Aspergillus versicolor e Aspergillus flavus, com CIM entre 3,125 - 12,5 µg.mL-1. E

ainda, Kauthale et al. (2017) verificaram a expressiva atividade de tiazolil hidrazonas

contra Aspergillus flavus e Aspergillus niger, com CIM entre 3,125 - 25 µg.mL-1.

Tabela 2 – Concentração fungicida mínima (µg.mL-1) dos híbridos moleculares híbridos de 2-isoxazolina

aza-bicíclica associada a hidrazonas frente isolados não-selvagens de A. fumigatus.

Híbrido
URM 7306 URM 7315 URM 6576

CFM24horas CFM48horas CFM24horas CFM48horas CFM24horas CFM48horas

R-122 128 µg.mL-1 512 µg.mL-1 128 µg.mL-1 256 µg.mL-1 32 µg.mL-1 64 µg.mL-1

R-127 32 µg.mL-1 256 µg.mL-1 512 µg.mL-1 512 µg.mL-1 512 µg.mL-1 1024 µg.mL-1

R-128 512 µg.mL-1 1024 µg.mL-1 256 µg.mL-1 256 µg.mL-1 512 µg.mL-1 1024 µg.mL-1

R-142 512 µg.mL-1 512 µg.mL-1 512 µg.mL-1 1024 µg.mL-1 128 µg.mL-1 512 µg.mL-1

R-143 512 µg.mL-1 512 µg.mL-1 512 µg.mL-1 1024 µg.mL-1 512 µg.mL-1 1024 µg.mL-1

R-147 128 µg.mL-1 256 µg.mL-1 64 µg.mL-1 128 µg.mL-1 128 µg.mL-1 256 µg.mL-1

R-148 1024 µg.mL-1 1024 µg.mL-1 256 µg.mL-1 512 µg.mL-1 512 µg.mL-1 512 µg.mL-1

R-154 512 µg.mL-1 1024 µg.mL-1 64 µg.mL-1 256 µg.mL-1 128 µg.mL-1 512 µg.mL-1

R-155 256 µg.mL-1 512 µg.mL-1 128 µg.mL-1 256 µg.mL-1 256 µg.mL-1 256 µg.mL-1

R-1586 128 µg.mL-1 512 µg.mL-1 256 µg.mL-1 512 µg.mL-1 1024 µg.mL-1 1024 µg.mL-1

Legenda: URM - University Recife Mycology (Micoteca URM); CFM: Concentração fungicida mínima.

Tabela 3 – Concentração fungicida mínima (µmol.L-1) dos híbridos moleculares híbridos de

2-isoxazolina aza-bicíclica associada a hidrazonas frente isolados não-selvagens de A. fumigatus.

Híbrido
URM7306 URM7315 URM6576

CFM24horas CFM48horas CFM24horas CFM48horas CFM24horas CFM48horas

R-122 289,7
µmol.L-1

1.158,8
µmol.L-1

289,7
µmol.L-1

579,4
µmol.L-1

72,42
µmol.L-1

144,85
µmol.L-1

R-127 70,79
µmol.L-1

566,37
µmol.L-1

1.132,74
µmol.L-1

1.132,74
µmol.L-1

1.132,74
µmol.L-1

2.265,48
µmol.L-1

R-128 1.143,84
µmol.L-1

2.285,68
µmol.L-1

571,42
µmol.L-1

571,42
µmol.L-1

1.142,84
µmol.L-1

2.285,68
µmol.L-1

R-142 1.201,87
µmol.L-1

1.201,87
µmol.L-1

1.201,87
µmol.L-1

2.403,75
µmol.L-1

300,46
µmol.L-1

1.201,87
µmol.L-1

R-143 1.213,27
µmol.L-1

1.213,27
µmol.L-1

1.213,27
µmol.L-1

2.426,54
µmol.L-1

1.213,27
µmol.L-1

2.426,54
µmol.L-1
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R-147 320,80
µmol.L-1

641,60
µmol.L-1

160,40
µmol.L-1

320,80
µmol.L-1

320,80
µmol.L-1

641,60
µmol.L-1

R-148 2.767,56
µmol.L-1

2.767,56
µmol.L-1

691,8
µmol.L-1

1.383,78
µmol.L-1

1.383,78
µmol.L-1

1.383,78
µmol.L-1

R-154 1.171,62
µmol.L-1

2.343,24
µmol.L-1

146,45
µmol.L-1

585,81
µmol.L-1

292,90
µmol.L-1

1.171,62
µmol.L-1

R-155 627,45
µmol.L-1

1.254,90
µmol.L-1

313,72
µmol.L-1

627,45
µmol.L-1

627,45
µmol.L-1

627,45
µmol.L-1

R-158 335,07
µmol.L-1

1.340,31
µmol.L-1

670,15
µmol.L-1

1.340,31
µmol.L-1

2.680,62
µmol.L-1

2.680,62
µmol.L-1

Legenda: URM - University Recife Mycology (Micoteca URM); CFM: Concentração fungicida mínima.

Apesar de compartilharem semelhanças entre a arquitetura híbrida e

exibirem efeito antifúngico perante os isolados testados, os novos compostos

exibiram concentrações fungicidas elevadas e variáveis entre si, e entre os

microrganismos testados, tanto em 24 horas como em 48 horas (70,79 µmol.L-1

a 2.767,56 µmol.L-1). Além disso, nenhum dos híbridos apresentaram atividade

antifúngica superior ou equipotente aos fármacos de escolhas (voriconazol e

anfotericina B).

A disparidade constatada na atividade fungicida dos híbridos pode estar

relacionada com a estrutura e configuração molecular da arquitetura híbrida,

com as propriedades físico-químicas dos mesmos, e com os mecanismos de

resistência dos isolados (LIU et al., 2016). No que concerne aos isolados,

sabe-se que os isolados utilizados para os ensaios são não-selvagem para

anfotericina B e voriconazol, fármacos convencionalmente utilizados no

tratamento de infecções fúngicas invasivas (PERFECT; GHANNOUM, 2020).

De acordo com a literatura, o tipo de mecanismo de resistência que um isolado

exibe se correlaciona com os resultados in vitro dos testes de microdiluição

(CHAABANE, Farid et al., 2019; ROGERS et al., 2022). Portanto, não é

infundado conjecturar que os mecanismos de resistência intrínsecos ou

adquiridos por cada isolado utilizado nesta pesquisa podem diferir um dos

outros e consequentemente impactar na variabilidade de CFM (LOGAN;

WOLFE; WILLIAMSON, 2022).
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Quadro 3 – Substituintes da porção isoxazolina e hidrazona dos híbridos moleculares de 2-isoxazolina

aza-bicíclica.

Híbridos Porção isoxazolina Porção hidrazona

R-122 Nitro Cloro

R-127 Terc-butila Cloro

R-128 Terc-butila Metoxila

R-142 Metoxila Cloro

R-143 Metoxila Metoxila

R-147 Flúor Flúor

R-148 Flúor Furfurila

R-154 Terc-butila Flúor

R-155 Terc-butila Furfurila

R-158 Metoxila Furfurila

Acerca da configuração e estrutura molecular dos compostos bioativos, Yang

et al. (2022) e Teixeira et al. (2022) afirmam que substituintes doadores ou

retiradores de elétrons, como os grupos nitro, bromo, metila e metoxi são essenciais

para potencializar a atividade antifúngica. Já MEI et al. (2020), descreve que a

presença de halogênios, como cloro e flúor, aumenta a lipofilicidade de compostos,

facilitando sua permeabilidade na membranas, e consequentemente intensificando

as interações com os receptores alvo (MULLER; FAEH; DIEDERICH, 2007; GILLIS

et al., 2015). Ainda, ZHANG et al. (2019) reporta que a posição da substituição no

núcleo pode influenciar a ação biológica, sendo a posição orto é mais benéfica para

isoxazolinas do que as para e meta, enquanto as hidrazonas substituídas na posição

meta, tem efeito antifúngico (THAMBA-CHANDRIKA et al., 2020). Dessa forma, a

multivalência de substituições incorporada aos híbridos deste trabalho (quadro 3)
parece repercutir na atividade antifúngica e variabilidade biológica da ação, sendo as

substituições cloro-nitro realizadas no híbrido R-122 e flúor-flúor no híbrido R-147,

consideradas as melhores entre os híbridos, com base nas CFM resultantes

(MURAFUJI et al., 2011).

Com relação às propriedades físico-químicas, o inadequado perfil de

solubilidade manifestado pelos híbridos pode ter limitado a atuação dos mesmos e
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contribuindo para variabilidade de CFM encontrada na tabela 2. De acordo com Das,

Mehta e Nayak (2020) a solubilidade é um dos parâmetros importantes para um

fármaco alcançar uma resposta farmacológica consistente e linear. No entanto, os

híbridos deste trabalho, apresentaram baixa solubilidade no meio utilizado nos

ensaios de microdiluição (RPMI1640), sendo realizados vários ajustes

metodológicos para a boa execução dos testes.

Apesar dos esforços realizados para solucionar a questão da solubilidade,

todos os híbridos precipitaram parcialmente em meio RPMI 1640. Conforme a

visualização das microplacas na figura 6, observa-se que o desequilíbrio dinâmico

entre os processos simultâneos e opostos de dissolução e união de fases ocorreu

principalmente nos poços em que a quantidade de soluto era maior que o solvente,

isto é, nos 5 primeiros poços da diluição (DESHMUKH; TIWARI; MAHAJAN, 2017;

AINUROFIQ et al., 2021). Os híbridos com maiores deposições no fundo dos poços

foram: R-122, R-128, R-147, R-148. Logo, com base no exposto, supõe-se, que o

padrão de precipitação apresentado pelos híbridos se relacione diretamente com a

variabilidade das respostas antifúngicas exibidas pelos mesmos (KAWABATA, et al.,

2011; ABDELLATIF et al., 2019).

Figura 6 – Padrão de precipitação dos híbridos moleculares R-122, R-128, R-148 em meio
RPMI1640.

Ainda sobre a solubilidade, acredita-se que esta tenha contribuído

significativamente para a elevação da CFM dos híbridos. Esta conjectura é

justificada pela literatura que afirma que fármacos poucos solúveis requerem altas

concentrações para obterem suas ações farmacológicas (KHADKA et al., 2014;

KALE; KAKADE; BHOSALE, 2020), e respaldada pelos resultados de inibição
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microbiana dos poços seguintes a CFM resumidos nas tabelas 4, 5 e 6, que
mostram a notável atuação inibitória dos híbridos em concentrações menores que as

demonstradas na tabela 2. De fato, os híbridos R-122 e R-147 se destacaram por

exibir percentuais de inibição acima de 90% nos três isolados com CIM variando de

8-64 µg.mL-1 (20,05 - 160,40 µmol.L-1), as demais moléculas híbridas apresentaram

CIM acima de 80%. Os referidos dados além de apoiarem a hipótese de elevação de

CIM devido a inadequada solubilidade, expõem um novo aspecto do potencial

antifúngico dos híbridos moleculares: o comportamento fungistático. Logo, supõe-se

que os híbridos moleculares sejam tanto fungicidas quanto fungistáticos, a depender

da concentração (BIANCALANA et al., 2011).

Tabela 4 – Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos híbridos moleculares frente URM 7306.

URM 7306

Híbridos CFM24horas
(µg.mL-1)

CFM24horas
(µmol.L-1)

% de inibição
fúngica em 24

horas

CFM48horas
(µg.mL-1)

CFM48horas
(µmol.L-1)

% de inibição
fúngica em 48

horas

R-122 16 µg.mL-1 32,21 µmol.L-1 99,78% ± 0,39 32 µg.mL-1 72,42 µmol.L-1 90,40%±1,23

R-127 8 µg.mL-1 17,69 µmol.L-1 89,57% ± 0,71 64 µg.mL-1 141,59 µmol.L-1 80,72% ± 2,98

R-128 32 µg.mL-1 71,42 µmol.L-1 97,52% ± 0,65 128 µg.mL-1 285,71 µmol.L-1 80,90% ± 4,98

R-142 64 µg.mL-1 150,23 µmol.L-1 98,36% ± 0,52 128 µg.mL-1 300,46 µmol.L-1 81,65% ± 3,90

R-143 128 µg.mL-1 303,31 µmol.L-1 91,27% ± 0,23 128 µg.mL-1 303,31 µmol.L-1 80,65% ± 2,70

R-147 32 µg.mL-1 80,20 µmol.L-1 98,72% ± 0,65 64 µg.mL-1 160,40 µmol.L-1 90,26% ± 1,16

R-148 128 µg.mL-1 345,94 µmol.L-1 99,78% ± 0,78 256 µg.mL-1 691,8 µmol.L-1 80,49% ± 3,50

R-154 32 µg.mL-1 73,22 µmol.L-1 98,51% ± 0,74 256 µg.mL-1 585,81 µmol.L-1 82,40% ± 4,89

R-155 64 µg.mL-1 156,86 µmol.L-1 96,17% ± 0,89 64 µg.mL-1 156,86 µmol.L-1 84,51% ± 1,62

R-158 32 µg.mL-1 83,76 µmol.L-1 99,78% ± 0,39 128 µg.mL-1 335,07 µmol.L-1 88,40% ± 1,23

URM: University Recife Mycology (Micoteca URM).



54

Tabela 5 – Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos híbridos moleculares frente URM 7315.

URM 7315

Híbridos CFM24horas
(µg.mL-1)

CFM24horas
(µmol.L-1)

% de inibição
fúngica em 24

horas

CFM48horas
(µg.mL-1)

CFM48horas
(µmol.L-1)

% de inibição
fúngica em 48

horas

R-122 32 µg.mL-1 72,42 µmol.L-1 97,16% ± 0,87 64 µg.mL-1 144,85 µmol.L-1 90,12% ± 1,12

R-127 64 µg.mL-1 141,59 µmol.L-1 93,81% ± 0,21 128 µg.mL-1 283,18 µmol.L-1 83,45% ± 2,34

R-128 32 µg.mL-1 71,42 µmol.L-1 90,16% ± 0,87 64 µg.mL-1 142,85 µmol.L-1 88,16% ± 1,87

R-142 64 µg.mL-1 150,23 µmol.L-1 91,88% ± 0,53 128 µg.mL-1 300,46 µmol.L-1 80,17% ± 1,58

R-143 64 µg.mL-1 151,65 µmol.L-1 92,40% ± 0,65 256 µg.mL-1 606,63 µmol.L-1 82,93% ± 1,25

R-147 8 µg.mL-1 20,05 µmol.L-1 98,30% ± 0,34 64 µg.mL-1 160,40 µmol.L-1 89,99% ± 0,98

R-148 32 µg.mL-1 86,48 µmol.L-1 98,76% ± 0,45 128 µg.mL-1 345,94 µmol.L-1 81,46% ± 1,32

R-154 16 µg.mL-1 36,61 µmol.L-1 99,57% ± 0,13 64 µg.mL-1 146,45 µmol.L-1 88,74% ± 1,76

R-155 16 µg.mL-1 39,21 µmol.L-1 94,53% ± 0,14 64 µg.mL-1 156,86 µmol.L-1 87,98% ± 3,45

R-158 64 µg.mL-1 167,53 µmol.L-1 92,98% ± 0,65 128 µg.mL-1 335,07 µmol.L-1 86,43% ± 1,67

URM: University Recife Mycology (Micoteca URM);

Tabela 6 – Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos híbridos moleculares frente URM 6576

URM 6576

Híbridos CFM24horas
(µg.mL-1)

CFM24horas
(µmol.L-1)

% de inibição
fúngica em 24

horas

CFM48horas
(µg.mL-1)

CFM48horas
(µmol.L-1)

% de inibição
fúngica em 48

horas

R-122 8 µg.mL-1 18,10 µmol.L-1 99,23% ± 0,27 16 µg.mL-1 32,21 µmol.L-1 91,23% ± 0,78

R-127 128 µg.mL-1 283,18 µmol.L-1 98,46% ± 0,64 256 µg.mL-1 566,37 µmol.L-1 86,23% ± 4,58

R-128 128 µg.mL-1 285,71 µmol.L-1 98,84% ± 1,89 256 µg.mL-1 571,42 µmol.L-1 89,45% ± 1,90

R-142 64 µg.mL-1 150,23 µmol.L-1 98,84% ± 0,89 64 µg.mL-1 150,23 µmol.L-1 84,02% ± 5,02

R-143 64 µg.mL-1 151,65 µmol.L-1 98,46% ± 1,49 128 µg.mL-1 303,31 µmol.L-1 80,09% ± 1,66

R-147 16 µg.mL-1 40,10 µmol.L-1 97,30% ± 0,78 64 µg.mL-1 160,40 µmol.L-1 90,61% ± 1,19

R-148 16 µg.mL-1 43,24 µmol.L-1 95,38% ± 0,61 32 µg.mL-1 86,48 µmol.L-1 89,93% ± 3,92

R-154 32 µg.mL-1 73,22 µmol.L-1 99,23% ± 0,34 64 µg.mL-1 146,45 µmol.L-1 83,51% ± 4,80

R-155 64 µg.mL-1 156,86 µmol.L-1 98,46% ± 0,82 128 µg.mL-1 313,72 µmol.L-1 87,41% ± 4,53
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R-158 32 µg.mL-1 83,76 µmol.L-1 95,76% ± 0,54 128 µg.mL-1 335,07 µmol.L-1 89,34% ± 3,76

URM: University Recife Mycology (Micoteca URM).

Os dados aqui analisados indicam que, apesar das limitações, os novos

compostos heterocíclicos têm significativa atividade in vitro contra cepas

não-selvagem frente azóis e polienos de Aspergillus sp., e constituem-se como

arquiteturas antifúngicas (LIU et al., 2016). Por conseguinte, sua complexibilidade

estrutural e estereoquímica devem ser analisadas mais profundamente para a

otimização da estrutura quanto às substituições e posições mais promissoras para a

atividade antifúngica e solubilidade (PATEL et al., 2014).

Cabe ressaltar também, que a solubilidade limitada de moléculas que

apresentem boa atividade intrínseca a um alvo farmacológico não é impeditiva para

produção e desenvolvimento de novos medicamentos (TAKAGI et al., 2006;

LIPINSKI, 2000; VOLKOVA; SIMONOVA; PERLOVICH, 2021). Antifúngicos como

anfotericina B (WASAN et al., 2009; EHRENFREUND-KLEINMAN et al., 2002;

SOTO et al., 2022.), itraconazol (CEVHER, et al., 2014; ALSARRA et al., 2010;

EL-BARGHOUTHI et al., 2006), voriconazol (SIAFAKA et al., 2016; FÜREDI et al.,

2016; MILETIC et al., 2013), propiconazol (FIFERE, et al., 2012; MARANGOCI et al.,

2011; GABITOV, et al., 2017), posaconazol (TANG et al., 2017; KUMINEK et al.,

2019; DE ALENCAR DANDA et al., 2019; VEMURI; LANKALAPALLI; GUNTAKA,

2022) e isavuconazol (LI; NGUYEN; GARCIA-DIAZ, 2015; SOYSAL, 2015),

classicamente utilizados no tratamento de infecções fúngicas, passaram por

otimização de solubilidade e biodisponibilidade durante sua concepção ou após sua

aplicação clínica (REGINATTO et al., 2020). Novas classes de antifúngicos que

estão em estado avançado de desenvolvimento clínico também estão sofrendo

ajustes para o aperfeiçoamento de suas propriedades físico-químicas que irão

interferir em propriedades farmacocinéticas (GINTJEE; DONNELLEY; THOMPSON

III, 2020; HOENIGL et al., 2021).

Ademais, atualmente a Indústria Farmacêutica dispõe de amplo repertório de

métodos físicos e químicos, e sistemas modernos para mitigar a questão da

solubilidade, como formação de nanopartículas (GAO et al., 2012; ANSELMO;

MITRAGOTRI, 2016.), formulações à base de lipídeos (SEMALTY, 2014; MA et al.,

2014), micronização (RASENACK; MÜLLER, 2004; BASAVARAJ; BETAGERI, 2014),

formação de complexos com ciclodextrinas (SZEJTLI, 2013), e associação com
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biopolímeros (SARFRAZ et al., 2017) entre outros, e viabilizam o desenvolvimento

de medicamentos com excelente atividade biológica e fórmulas farmacêuticas com

propriedades físico-químicas favoráveis ao aumento da biodisponibilidade (SZEJTLI,

2013).

5.3 ENSAIOS EM BIOFILMES

Evidências claras comprovam que a capacidade e intensidade de formação

de biofilme é um importante fator de virulência para muitos microrganismos,

incluindo, A. fumigatus (IKEDA.; SUGIMOTO; KUME, 2018). Isto ocorre porque no

modo biofilme, os patógenos conseguem colonizar, aderir, e, subsequentemente,

invadir tecidos de hospedeiros com maior facilidade, acarretando sua multiplicação e

disseminação dentro das células (RAMMAERT, 2018). Além disso, comparada às

células planctônicas, as células incorporadas do biofilme são rigorosamente mais

resistentes aos antimicrobianos convencionalmente utilizados, e possuem diversos e

distintos mecanismos para evadir-se eficientemente as células efetoras do

hospedeiro e/ou dos estresses ambientais, permitindo a persistência de patógenos

por longos anos dentro destes nichos (SWAPNAJA et al., 2016).

Devido ao significado clínico da presença do biofilme em infecções, e ao

arsenal antifúngico limitado, urge-se a necessidade da criação de novos antifúngicos

(BALTUSSEN et al., 2020). Da perspectiva da Indústria Farmacêutica, o

desenvolvimento de novas alternativas deve ser baseado nas etapas que regem a

formação de biofilme. Portanto, o alvo de novas moléculas com finalidade para tratar

biofilmes de Aspergillus fumigatus são: 1) prevenir a aderência inicial dos conídios;

2) Suprimir a maturação do biofilme; 3) erradicar biofilmes pré-formados; 4) dispersar

as células dentro do biofilme (VAN DE SANDE et al., 2010; MORELLI; KERKAERT;

CRAMER, 2021).

Neste trabalho, analisou-se a capacidade e intensidade de produção de

biofilmes dos isolados URM 7306, URM 7315, URM 6576 e ATCC203405 em

diferentes tempos, bem como o potencial antibiofilme e de tratamento dos híbridos

moleculares de isoxazolina aza-bicíclica R-122 e R-147.
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5.4 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE BIOFILMES

Os isolados de A. fumigatus, ambos resistentes, foram avaliados quanto sua

capacidade de produção de biofilmes nos tempos 12, 24, 48, 73 e 96 horas, estando

os resultados sumarizados no Quadro 4.

Quadro 4 – Média da produção de biofilme por isolado de Aspergillus fumigatus em função do tempo
de desenvolvimento utilizando o ensaio de redução do (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de
difeniltetrazólio) (MTT).

****p<0,0001; ***p=0,0002; **p=0,0021; h-horas; URM: University Recife Mycology (Micoteca URM).

Em conformidade com os dados do Quadro 4, observa-se que todos os

isolados estudados foram capazes de formar biofilmes, in vitro. A cepa ATCC 20345

apresentou maior capacidade de formação de biofilme (p<0,0001), enquanto o

isolado URM 7306 apresentou menor capacidade (p=0,0021). No entanto, todas as

amostras classificam-se como fortes produtoras de biofilmes, segundo a

classificação proposta por Christensen et al. (1985).
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Em relação ao crescimento de biofilmes aos isolados ambientais de

Aspergillus fumigatus (URM 7306 e URM 7315), não houve diferenças estatísticas

significativas entre estes e o isolado clínico (URM 6576) (p=0,005). O presente

estudo diverge dos resultados de Singh et al. (2017) em que amostras clínicas e

ambientais foram avaliadas quanto à produção de biofilmes, e os isolados clínicos

demonstraram maior capacidade de produção de biofilmes (82,5%) do que os

amostras ambientais (38,46%). No entanto, os dados são semelhantes aos trabalhos

de Ildnay (2016) e González-Ramírez et al. (2016) em que os isolados ambientais e

clínicos não apresentaram distinção quanto à produção de biofilmes. De acordo com

Rhodes et al. (2022) a produção de biofilmes por isolados ambientais favorecem a

sobrevivência dos mesmos em ambientes hostis, e podem corroborar para a

infecção nos hospedeiros, principalmente imunocomprometidos. Portanto, os

resultados do presente trabalho corroboram com a literatura, ainda que não possam

ser inteiramente considerados pela pequena quantidade de isolados. Ademais,

supõe-se que divergências aqui constatadas podem ser decorrentes da variabilidade

genética intraespecífica dos isolados (DEBEAUPUIS et al., 1997;

PUÉRTOLAS-BALINT et al., 2019; ZHOU et al., 2022).

Com relação à evolução de formação e a produção de biofilme ao longo do

tempo, todos os isolados exibiram semelhantes absorbâncias para 12h e 24h

(p<0,001), com exceção da ATCC 203405, que em 24h diferiu significativamente em

relação às demais amostras no mesmo tempo. Os tempos de 48-72 horas foram os

melhores na maior produção de biofilme por todos os isolados (p<0,001), com

exceção do isolado URM 7315 (p<0,001). Esses resultados confluem com os

estudos realizados por Morelli, Kerkaert, Cramer (2021), que ao avaliar o

crescimento dos biofilmes de Aspergillus fumigatus observaram que a espessura e

atividade metabólica dos biofilmes deste fungo aumentam de acordo com o período

de crescimento, e com os estudos de Rajendran et al. (2013) que relataram que

após 24 horas a atividade metabólica aumenta.

Quanto ao tempo de dispersão, isto é, o momento em que as células do

biofilme começam a se desprender da comunidade para encontrar outras fontes de

nutrientes (RUMBAUGH; SAUER, 2020) o presente estudo não conseguiu

determinar nas amostras URM 7306, URM 7315, ATCC 203405, apenas na URM

6576, visto que a absorbância de atividade metabólica diferiu significativamente

entre os tempos 72 e 96 horas (p<0,0001).
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5.5 POTENCIAL ANTIBIOFILME

De acordo com os resultados no Quadro 5, observa-se que os compostos

híbridos apresentam considerável ação contra a formação de biofilmes, diminuindo a

viabilidade metabólica dos mesmos nas concentrações de 1024 µg.mL-1 e 2048

µg.mL-1, com exceção do híbrido R-122 (1024 µg.mL-1) para o isolado URM 7315.

Observa-se também que o efeito ocorreu de forma dose-dependente a

concentração, sendo a melhor concentração a de 2048 µg.mL-1 do que 1024 µg.mL-1

(p<0,0001). Quanto aos isolados, percebe-se que houve variação significativa no

nível de atuação dos híbridos (p=0,0025).

Quadro 5 – Média da produção de biofilme por isolado de Aspergillus fumigatus após tratamento com
R-122, R-147, voriconazol e anfotericina B, em diferentes concentrações, para inibir seu crescimento.
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****p<0,0001; ***p=0,0002; **p=0,0021; ns: não significativo; T: Tratamento; h-horas;URM: University
Recife Mycology (Micoteca URM); VRC: voriconazol; AmB: Anfotericina B

Os resultados aqui apresentado corroboram com o estudo recente de Aydin et

al. (2022), que ao investigarem a atividade biológica de derivados de sulfonil

hidrazona frente isolados resistentes e sensíveis de Candida sp., reportaram que

estes compostos foram capazes de suprimir a adesão e aderência das células deste

fungo e impedir a formação de biofilme. Os dados também concordam com os

estudos de Thamban-Chandrika et al. (2021) que reportaram atividade antibiofilme

de monohidrazonas com concentração inibitória mínima do biofilme (CIMB50)

semelhante ao voriconazol para ATCC 10231 de C. albicans. Além disso, uma série

de derivados de isoxazol, moléculas estruturalmente similares às isoxazolinas,

anteriormente já haviam atividade antibiofilme pronunciada para isolados testados,

que incluíam bactérias e leveduras (SWAPNAJA et al., 2016). Todavia, existem

poucos estudos que exploram a atividade de hidrazonas e/ou isoxazolinas frente aos

biofilmes de Aspergillus fumigatus. Este fato pode ser parcialmente explicado pela

propensão da maioria das pesquisas de triagem de fármacos, infelizmente,

concentrar-se apenas na forma conidial do fungo (VAN DE SANDE et al., 2010;

MORELLI; KERKAERT; CRAMER, 2021), que é imprescindível para o início da

infecção no hospedeiro, e desconsiderar o modo de vida séssil que tem sido

relacionado a sucessivas falhas terapêuticas e resistência antifúngica (DESAI;

MITCHELL; ANDES, 2014; BALTUSSEN et al., 2020).
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Segundo Subroto et al. (2022), intervir sob o “estágio iniciação do biofilme” de

Aspergillus fumigatus representa atualmente a melhor estratégia para prevenir o

desenvolvimento de infecções disseminadas ou invasivas associadas a esta

espécie. Isto ocorre porque neste estágio as células de A. fumigatus ainda estão em

processo de adesão e agregação para subsequente formação do biofilme, e não

exibem estruturas de alta complexibilidade como a matriz extracelular (HAGIWARA

et al., 2016; MITCHELL; ZARNOWSKI; ANDES, 2016; LIU et al., 2022), sendo

susceptíveis à antimicrobianos, como voriconazol e itraconazol, em doses elevadas

(RAMAGE et al., 2011; GRAVELAT et al., 2013; SPETH et al., 2019).

As abordagens utilizadas no contexto clínico para impedir a formação de

biofilmes incluem o revestimento de dispositivos médicos com soluções

antimicrobianas e a utilização de terapia antifúngica sistêmica combinada a "terapia

de bloqueio" (WALRAVEN; LEE, 2013; KOPARKAR et al., 2022). Esta última

consiste na utilização de agentes antifúngicos, como o azóis e polienos, em altas

concentrações, se difundindo lentamente no lúmen de um catéter por algumas horas

antes da inserção no pacientes (ÖNCÜ, 2011; FERNÁNDEZ-HIDALGO;

ALMIRANTE, 2014; IMBERT; RAMMAERT, 2018). Entretanto, devido o avanço de

isolados resistentes, muitos antifúngicos têm sido incapazes de inibir eficientemente

a formação biofilme, sendo a descoberta e desenvolvimento de medicamentos

antibiofilme necessários para aumentar o arsenal terapêutico e contribuir para o

tratamento de doenças associadas a biofilmes de A. fumigatus (SHISHODIA;

TIWARI; SHANKAR, 2019; ZHANG et al., 2020).

Em relação ao potencial antibiofilme dos medicamentos, os resultados são

concordantes com a literatura que descrevem que tanto os polienos quanto os azóis

são capazes de atuar na inibição da formação de biofilmes (MOWAT et al., 2007;

VAN DE SANDE et al., 2010). No que tange as concentrações, 32 µg.mL-1 foi

superior, em potencial de inibição (p=0,0037). Ademais, não foram registradas

diferenças estatisticamente significativas entre o potencial antibiofilme da

anfotericina B e voriconazol para as URM7306, URM6576 e ATCC 203405. Porém,

para o isolado URM7315, o desempenho da anfotericina B (16-32 µg.mL-1) foi

superior que o voriconazol (16 µg.mL-1) (p<0,0001). Esta diferença é respaldada

pelos estudos de Bugli et al. (2013), Francisco, Braga e Guimarães (2022), Krishnan,

Manavuthu, Chandrasekar (2005) que reportaram que os dois medicamentos se

diferenciam em termos de eficácia e início da ação. Segundo o estudo de Talas et al.
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(2019), através de microscopia de lapso de tempo, o tratamento com voriconazol,

dentro da janela crítica de formação de biofilmes (12h), não bloqueia a germinação

dos conídios, porém retarda em 3 horas e 21 minutos o crescimento das hifas e inibe

a ramificação das mesmas. Já o tratamento com AmB inibe tanto a germinação dos

conídios quanto os estágios posteriores de desenvolvimento do biofilme como

crescimento de hifas e ramificação. No entanto, vale ressaltar que a anfotericina B

não é primeira linha de tratamento de infecções causadas por A. fumigatus por

apresentar importantes reações adversas como nefrotoxicidade, hepatotoxicidade,

toxicidade cardiopulmonar, entre outros (CAVASSIN et al., 2021; COINTAULT et al.,

2021). Sendo assim, sua administração é preferível em hospedeiros gravemente

comprometidos (HAMILL, 2013; KLEPSER, 2011).

5.6 TRATAMENTO EM BIOFILMES MADUROS

De acordo com a Quadro 6, nota-se que os híbridos reduziram

moderadamente a atividade metabólica dos biofilmes dependendo da concentração

utilizada e do tempo de tratamento para a maioria dos isolados (p>0,001), com

exceção do híbrido R-147 (1024 µg.mL-1) para o isolado URM 7306 e URM 7315 em

24h; R-122 (1024 µg.mL-1) para os isolados URM 7306 em 24h; e R-122 (1024

µg.mL-1) para as URM 7306 e URM 6576 em 48 horas.



64

Quadro 6 – Média da produção de biofilme por isolado de Aspergillus fumigatus após tratamento com
os híbridos R-122 e R-147, em diferentes concentrações, nos tempos de 24 horas e 48 horas.
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****p<0,0001; ***p=0,0002; **p=0,0021; ns: não significativo; T: Tratamento; h-horas; URM: University
Recife Mycology (Micoteca URM); VRC: voriconazol; AmB: Anfotericina B.

A erradicação de biofilmes de A. fumigatus é uma tarefa difícil e desafiadora

(WOLFMEIER et al., 2018). Isto ocorre porque as progressivas alterações

morfológicas, transcricionais e metabólicas que transformam as células planctônicas

em células sésseis promovem alta complexibilidade estrutural e altos níveis de

resistência antifúngica, que consequentemente dificultam a eliminação dos mesmos,

tanto pelo sistema imune do hospedeiro quanto pelo tratamento medicamentoso

(MOWAT et al, 2008; MORELLI; KERKAERT; CRAMER, 2021). Logo, a presença de

biofilmes traduz-se em aumento da mortalidade/morbidade para pacientes com
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infecções invasivas/disseminadas por Aspergillus fumigatus (KOWALSKI et al.,

2021).

O tratamento quando os biofilmes já estão estabelecidos é complexo e requer

a administração de altas concentrações de antifúngicos (LÓPEZ‐MEDRANO et al.,

2016), remoção cirúrgica do biofilme (no caso de aspergiloma) (MOODLEY; PILLAY;

DHEDA, 2014; SAMEER et al., 2021), ou remoção/substituição do dispositivo

médico implantado contaminado (AGARWAL et al., 2020). Entretanto, este último é

na maioria das vezes evitado por aumentar o ônus econômico dos hospitais e

sistemas de saúde e estar relacionado com traumas físicos e mentais aos pacientes

(BAI et al., 2019).

Em razão dos motivos citados acima, há uma improrrogável necessidade de

novas alternativas e estratégias farmacêuticas capazes de erradicar o biofilme

maduro de A. fumigatus (IVANOV; ĆIRIĆ; STOJKOVIĆ, 2022). No entanto, poucos

estudos descrevem a atividade de moléculas nesta fase de crescimento do biofilme.

Gupat e colaboradores (2022) reportaram a redução da hidrofobicidade dos

conídios, inibição de formação e erradicação do biofilmes de A. fumigatus após o

tratamento com o isoeugenol, com concentração mínima para erradicação do

biofilme (CMEB) de 312 µg.mL-1(1.900,12 µmol.L-1). Semelhantemente, Hona et al.

(2019) relataram a erradicação de 80% do biofilme amadurecido da mesma espécie

pela ação do composto cis-9-hexadecenal na CMEB de 156 µg.mL-1. Neste cenário

escasso, os resultados do presente estudo, representam um avanço na exploração

de novas possíveis opções terapêuticas ativas frente a biofilmes, dado que os

híbridos R-122 e R-147 também contribuíram na redução de biofilmes maduros,

provindo de espécies fenotipicamente resistentes.

No que concerne ao tempo de tratamento, é possível perceber que houve

diferença quanto ao tempo de exposição dos mesmos, tendo a maior redução do

metabolismo celular ocorrido em 24 horas de exposição do que 48 horas tanto para

híbridos quanto medicamentos (Quadro 6). O híbrido R-122 (1024 µg.mL-1)

apresentou melhor atividade na erradicação dos biofilmes nas primeiras 24 horas em

relação ao híbrido R-147 (1024 µg.mL-1) com p=0,0029. E em 48 horas, o inverso foi

verdadeiro para as amostras URM 7315 e ATCC 203405 (p=0,0002).

A respeito da concentração, 2048 µg.mL-1 foi estatisticamente melhor do que

1024 µg.mL-1 para todos os isolados independente do tempo (p<0,001), com

exceção do isolado URM 7315 para 48 horas (p=0,0043). Além disso, de modo



67

geral, o híbrido R-147 (2048 µg.mL-1) teve atividade superior na erradicação do

biofilme para todos os isolados, independente do tempo em concentração, quando

comparados com a atuação do híbrido R-122 (p<0,0001).

Ainda sobre a concentração, estudos posteriores para avaliar os parâmetros

farmacocinéticos e farmacodinâmicos, como a dose limiar, dose que produz o efeito

máximo, proporcionalidade da resposta em razão da dose, tempo e duração do

efeito, índice terapêutico, biodisponibilidade, entre outros, poderão esclarecer se há

uma relação quantitativa entre as concentrações e o efeito in vivo, bem como, se

doses sucessivas com menores concentrações seria mais apropriado que uma única

dose, com a finalidade de evitar possível toxicidade (LEWIS et al., 2011;

AUTMIZGUINE et al., 2014; CHANG et al., 2017; LUCAS et al., 2019). No entanto,

cabe ressaltar, que estudos anteriores de toxicidade aguda, in vivo, revelaram que

compostos híbridos da mesma série testada neste trabalho apresentaram baixa

toxicidade com concentrações acima de 1500 mg/Kg (REIS, 2008; DE MORAES,

2008). Portanto, especula-se que a concentração de 2048 µg.mL-1 do composto

R-147 possa ter perfil de toxicidade semelhante.
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Quadro 7 – Média da produção de biofilme por isolado de Aspergillus fumigatus após tratamento com
voriconazol e anfotericina B, em diferentes concentrações, nos tempos de 24 horas e 48 horas.
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****p<0,0001; ***p=0,0002; **p=0,0021; ns: não significativo; T: Tratamento; h-horas;
URM: University Recife Mycology (Micoteca URM); VRC: voriconazol; AmB:

Anfotericina B.

Acerca da atividade da anfotericina B e voriconazol no tratamento de

biofilmes (Quadro 7), ambos foram capazes de reduzir parcialmente a atividade

metabólica dos mesmos (com exceção do voriconazol 16-32 µg.mL-1 para URM

6576), porém não houve total erradicação dos biofilmes. Estes resultados são

condizentes com os estudos de Kaur e Singh (2014), Fernandes et al. (2018) e

Manavathu, Vager e Vazquez (2014) que correlacionam a redução da

susceptibilidade antifúngica com o entrelaçamento das hifas em uma conformação
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tridimensional e consequente maturação. Além disso, corrobora com as pesquisas

de Morelli, Kerkaert e Cramer (2021) que reportaram que em relação às células

planctônicas, a concentração inibitória mínima para erradicar 90% dos biofilmes de

A. fumigatus (CMEB90) do voriconazol aumenta de 0,5 µg.mL-1 para >256 µg.mL-1.

Este padrão de susceptibilidade pode decorrer de diversos mecanismos de

resistência que os biofilmes possuem, como: a falta de ergosterol na membrana

celular; aumento da atividade antioxidante; presença e aumento da matrix

extracelular que diminui a penetração de medicamentos; expressão de bombas de

efluxo para múltiplas drogas (AfMDR), entre outros (MARTEL et al., 2010; WEI;

ZHANG; LU, 2015; PAUL et al., 2018; PEREZ-CANTERO et al., 2020).

Cabe ressaltar, que não foram observadas distinções estatisticamente

relevantes entre os dois medicamentos nos isolados e tempos testados.

5.7 MECANISMO DE AÇÃO

Embora o mecanismo antifúngico pelo qual os novos híbridos atuem não

esteja elucidado, experimentos realizados com hidrazonas e isoxazolinas permitem

pressupor que as moléculas híbridas ajam na biossíntese do ergosterol (CHOI;

PODUST; ROUSH, 2014; BANO et al., 2015; NASSAR et al., 2020; ALTINTOP et al.,

2020.). Segundo estudos de modelagem molecular realizados por Appna et al.

(2019), algumas hidrazonas bioativas conseguem interagir com os mesmos resíduos

aminoácidos (Gly308, Gly472, Csy470, Ser312) da CYP51 que o miconazol, e

possuem boa afinidade no encaixe com este sítio ativo. Semelhantemente, as

isoxazolinas têm demonstrado poder de interação com os resíduos aminoácidos

Gly312, Cys449 e Gly451 do mesmo sítio ativo (CYP51) (SADEGHIAN et al., 2023).

Dessa forma, acredita-se que os novos híbridos tenham mecanismo de ação

semelhante aos azóis em células planctônicas, e possam interagir e inibir a enzima

esterol 14α-desmetilase, essencial para biossíntese do ergosterol, e

consequentemente, para fluidez, permeabilidade e integridade das membranas

celulares fúngicas (ALCAZAR-FUOLI; MELLADO, 2013; KELLER et al., 2015;

MONK; KENIYA, 2021).

Para corroborar com esta hipótese, o ensaio de proteção de sorbitol foi

realizado para determinar se a parede celular fúngica era alvo farmacológico das

moléculas híbridas. A parede celular é essencial para o crescimento e viabilidade do

fungo, uma vez que age como barreira protetora evitando a ruptura osmótica das
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células (DE ARAÚJO NETO et al., 2017; BIERNASIUK et al., 2021). Na presença de

um suporte osmótico, como o sorbitol, mesmo que as paredes celulares sejam

danificadas por moléculas que inibem sua síntese, espera-se que a CIM ou CFM

aumente, dado que o sorbitol funciona como estabilizador dos protoplastos fúngicos

(FROST et al., 1995; CASANOVA et al., 2015). No entanto, na presença do sorbitol,

as CFMs dos híbridos deste trabalho não aumentaram, corroborando com a teoria

que o mecanismo de ação dos referidos seja primariamente na biossíntese do

ergosterol (MIRON et al., 2014).

Em relação ao potencial antibiofilme dos híbridos R-122 e R147 supõe-se,

com base na literatura e na forma como os híbridos se comportaram na forma

planctônica, que estes atuem semelhantemente a azóis interferindo na biossíntese

do ergosterol, promovendo o colapso de conídios e hifas degeneradas

(ALCAZAR-FUOLI; MELLADO, 2013; KELLER et al., 2015; FATTAHI et al., 2021;

MONK; KENIYA, 2021; FRANCISCO; BRAGA; GUIMARÃES, 2022). Ademais,

outros mecanismos já postulados na literatura que poderiam explicar a atividade

antibiofilme dos referidos híbridos, como: a diminuição na hidrofobicidade dos

conídios acarretando na supressão da aderência dos mesmos em superfícies

(GUPTA et al., 2022); interferência no quorum sensing (MUNIR et al., 2020);

alteração nos genes que regulam a transição morfológica necessária para formação

do biofilme (SERAFINI et al., 2021); despolarização mitocondrial (QU et al., 2019);

aumento na quantidade de espécies reativas de oxigênio acarretando na ampliação

da peroxidação lipídica e ativação da defesa antioxidante (SHEKHOVA;

KNIEMEYER; BRAKHAGE, 2017); promoção de alterações na fluidez da membrana

celular com formação de poros, entre outros (BUGLI et al., 2013).

Semelhantemente, a atividade dos híbridos nos biofilmes maduros indica que

outras vias antifúngicas além da biossíntese do ergosterol possam existir, e que

estas possivelmente consigam contornar o “sequestro” de medicamentos promovido

pela matriz extracelular (NETT; ANDES, 2020) e as bombas de efluxo que conferem

resistência dos biofilmes de A. fumigatus à múltiplas drogas, permitindo a

penetração do composto e sua atividade (Du et al., 2021). Por conseguinte, estudos

aprofundados a respeito dos mecanismos devem ser realizados para elucidar tais

questões.
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6 CONCLUSÃO

Com base nos resultados observados ao longo do desenvolvimento da

pesquisa podemos concluir que:

● Todos os isolados de A. fumigatus testados são resistentes ao voriconazol e a

anfotericina B;

● Todos híbridos de 2-isoxazolina/hidrazonas apresentaram atividade fungicida,

in vitro, contra os isolados fenotipicamente resistentes ao voriconazol e

anfotericina B de Aspergillus fumigatus, com CFM variando de 32-1024

µg.mL-1 em 24 horas e 64-1024 µg.mL-1 em 48 horas;

● Todos híbridos de 2-isoxazolina/hidrazonas apresentaram atividade

fungistática, in vitro, contra os isolados fenotipicamente resistentes de

Aspergillus fumigatus, com CIM80% variando de 8-128 µg.mL-1 em 24 horas e

32-256 µg.mL-1 em 48 horas;

● Os híbridos moleculares R-122 e R-147 destacaram-se por apresentarem

atividade antifúngica superior quando comparada aos outros híbridos;

● Todos os isolados de A. fumigatus ensaiados foram fortes produtores de

biofilmes, in vitro;

● Os híbridos R-122 e R-147 foram capazes de inibir consideravelmente, in

vitro, a formação de biofilmes de A. fumigatus;

● Os híbridos R-122 e R-147 exibiram atividade, in vitro, no tratamento de

biofilmes maduros de A. fumigatus, no entanto, não conseguiram erradicá-los,

assim como o voriconazol e anfotericina B;

● Os tempos dos tratamentos impactaram na capacidade de erradicação de

biofilmes de A. fumigatus;

● As concentrações de 2048 µg.mL-1 dos híbridos R-122 e R-147 foram mais

eficientes na atividade antifúngica contra biofilmes de A. fumigatus do que

1024 µg.mL-1;

● O desempenho antifúngico do híbrido R-147 foi consideravelmente superior

ao híbrido R-122 e voriconazol para alguns isolados;

● A inadequada solubilidade em RPMI1640 impactou a atividade biológica, in

vitro, dos híbridos;
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● Os híbridos moleculares presumivelmente não tem como alvo farmacológico a

parede celular fúngica, uma vez que as CFMs não alteraram com a adição de

um protetor osmótico;

● Outros ensaios in vitro e in vivo são necessários para determinar os alvos e

mecanismos de ação antifúngica, antibiofilme e no tratamento de biofilmes

por parte dos híbridos moleculares.
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