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RESUMO

TEIXEIRA, A. P.C. Atividade antifingica de substancias oxadiazdis contra género
Candida e Cryptococcus. 2025. 83p. Tese (Pds-graduacdo em Desenvolvimento e Inovacao
Tecnoldgica em Medicamentos) — UFPB/CCS/Jodo Pessoa, PB.

InfeccBes fungicas acometem pacientes imunocomprometidos e imunodeprimidos, sendo
causadas por micro-organismos em condi¢des favoraveis ao seu desenvolvimento, a exemplo
de leveduras como Candida spp. e Cryptococcus spp.. Entretanto, o0 aumento dos relatos de
resisténcia fangica e os efeitos adversos associados aos antifingicos disponiveis ressaltam a
necessidade de novas alternativas terapéuticas. Nesse contexto, compostos derivados de
oxadiazois vém sendo sintetizados e investigados, demonstrando amplo potencial biologico,
apresentando atividades antiviral, antifingica, antibacteriana e antineoplésica. Diante disso, 0
objetivo desse estudo foi verificar a agdo antifungica de quinze oxadiazois, frente as cepas de
Candida e Cryptococcus. Foi determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM), pela técnica
de microdiluicdo, determinacdo de concentracdo fungicida minima (CFM) e o estudo de
cinética de crescimento para analisar as a¢des das substancias frente aos fungos, ao longo do
tempo. Também foi realizado o estudo de microcultivo em cadmara Umida para verificar as
modificagfes dos compostos nas estruturas de viruléncia dessas leveduras. A atividade
antibiofilme foi realizada pela técnica de cristal violeta. O ensaio de modo de ac¢éo do ergosterol
e de quorum-sensing farnesol de C. albicans foi analisado e quantificado pela Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Uma analise de efluxo de drogas utilizando um
desacoplador da for¢a proton-motora foi verificada. Ja o estudo de associacdo de moléculas foi
feito pela técnica de Checkerboard. Entre as moléculas analisadas, a JFOX-6 se destacou por
inibir todas as cepas fungicas e apresentou CIM e CFM, entre 256 e 1024 pg/mL, nas condigdes
avaliadas. Na cinética de crescimento, apresentou atividade fungistatica. Interferiu na producéo
das estruturas de viruléncia, diminuindo significativamente a espessura da capsula do género
Cryptococcus e inibiu os fatores de viruléncia e de reproducdo do género Candida, como
pseudohifas, blastoconideos e clamidoconideos. Também interferiu fortemente (2x CIM) na
formacao de biofilme nos estagios de maturacdo e dispersao de C. neoformans, moderado o de
C. gattii, fraco o de C. tropicalis e inibiu 100% o biofilme de C. albicans no estagio de
maturacdo. JFOX-6 interferiu na biossintese do ergosterol e as concentrages subinibitorias
estimularam a producdo de farnesol em C. albicans. A resisténcia desses micro-organismos aos
antifingicos pode estar ocorrendo pela bomba de efluxo, nas condi¢des avaliadas. Ao associar
JFOX-6 com anfotericina B, a interacdo foi indiferente frente a Cryptococcus spp. e C. albicans.
Diante do exposto, 0os oxadiaz0is, parecem ser antifingicos promissores frente ao estudo de
leveduras oportunistas de interesse clinico.

Palavras-chave: Doencas oportunistas; Farmacologia; Leveduras; Oxadiazéis; Novos
antifangicos.



ABSTRACT

TEIXEIRA, A. P.C. Antifungal activity of oxadiazole substances against Candida and
Cryptococcus genera. 2025. 83p. Thesis (Pos-graduacdo em Desenvolvimento e Inovacao
Tecnologica em Medicamentos) — UFPB/CCS/Jodo Pessoa, PB.

Fungal infections affect immunocompromised and immunosuppressed patients and are caused
by microorganisms under favorable conditions for their development, such as yeasts like
Candida spp. and Cryptococcus spp.. However, the increasing reports of fungal resistance and
the adverse effects associated with available antifungals highlight the need for new therapeutic
alternatives. In this context, oxadiazole-derived compounds have been synthesized and
investigated, demonstrating broad biological potential, including antiviral, antifungal,
antibacterial, and antineoplastic activities. Therefore, the objective of this study was to evaluate
the antifungal activity of fifteen oxadiazoles against Candida and Cryptococcus strains. The
minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by the microdilution technique, along
with the minimum fungicidal concentration (MFC) and growth kinetics analysis to assess the
action of the substances against fungi over time. A microcultivation assay in a humid chamber
was also performed to verify the compounds' effects on the virulence structures of these yeasts.
Antibiofilm activity was evaluated using the crystal violet technique. The mode of action on
ergosterol and the quorum-sensing assay of farnesol in C. albicans were analyzed and
quantified by High-Performance Liquid Chromatography (HPLC). Drug efflux analysis using
a proton-motive force uncoupler was also performed. The molecular association study was
conducted using Checkerboard technique. Among the molecules analyzed, JFOX-6 stood out
by inhibiting all fungal strains, with MIC and MFC ranging from 256 to 1024 pg/mL under the
evaluated conditions. In the growth Kkinetics assay, it exhibited fungistatic activity. It interfered
with the production of virulence structures, significantly reducing the capsule thickness of
Cryptococcus and inhibiting virulence and reproductive factors of Candida, such as
pseudohyphae, blastoconidia, and chlamydoconidia. It also strongly interfered (2x MIC) with
biofilm formation in the maturation and dispersion stages of C. neoformans, moderately with
C. gattii, weakly with C. tropicalis, and completely inhibited C. albicans biofilm in the
maturation stage. JFOX-6 interfered with ergosterol biosynthesis, and subinhibitory
concentrations stimulated farnesol production in C. albicans. The resistance of these
microorganisms to antifungals may be associated with efflux pump activity under the evaluated
conditions. When JFOX-6 was combined with amphotericin B, the interaction was indifferent
against Cryptococcus spp. and C. albicans. Considering the above, oxadiazoles appear to be
promising antifungals in the study of opportunistic yeasts of clinical interest.

Keywords: Opportunistic diseases; Pharmacology; Yeasts; Oxadiazoles; New antifungals.
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1. INTRODUCAO

As infecgdes por micro-organismos sdo as principais causas de morte e incapacidade
no mundo, em torno de 4,95 milhdes de 6bitos por ano, sendo 1,27 milhdo associadas com a
resisténcia aos tratamentos antimicrobianos existentes (WHO, 2022a). O aumento de infec¢Oes
fangicas em humanos depende de fatores como estado imunolégico do paciente, uso intensivo
de antibidticos, doencas cronicas, transplantes, tratamento oncolégico, doencgas autoimunes e
imunossuprimidos (Araujo et al., 2023).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), os fungos que comp&em o
grupo prioritario critico sdo Cryptococcus neoformans, Candida auris, Candida albicans e
Aspergillus fumigatus, por serem as espécies frequentemente isoladas em infec¢bes humanas
(WHO, 2022a).

A candidiase e a criptococose sdo infec¢fes fangicas de significativa importancia
clinica, especialmente em pacientes imunocomprometidos. A candidiase, causada por fungos
do género Candida, destaca-se como uma infeccdo oportunista que pode afetar diversas
mucosas, pele e até a corrente sanguinea (candidemia) em casos graves. Entre as espécies de
Candida, Candida albicans é a mais prevalente, embora outras espécies, como Candida
tropicalis, também sejam responsaveis por infeccdes, especialmente em pacientes
hospitalizados (Barros et al., 2020).

O tratamento da candidiase varia conforme a localizacdo e a gravidade da infec¢éo.
Infecgbes superficiais, como a candidiase oral e vaginal, sdo geralmente tratadas com
antifingicos topicos, como nistatina, ou sistémicos, como o fluconazol. Ja a candidemia e outras
formas invasivas demandam terapia com a caspofungina, ou anfotericina B, especialmente em
casos de resisténcia (Pappas et al., 2016).

Ja a criptococose € causada por Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii,
leveduras encapsuladas responsaveis meningite criptocécica, uma das principais infeccdes em
pacientes com HIV/AIDS. O tratamento envolve uma abordagem em duas fases: indugdo com
anfotericina B associada a flucitosina, seguida por manutengdo com fluconazol por um periodo
prolongado, visando a prevencdo de recidivas (Chang et al., 2018).

Concomitante a isso, a pandemia da COVID-19 demandou uma atengdo urgente e
imediata por se tratar de um problema de saude pablica de importancia nacional e internacional.
Também estimulou os interesses em pesquisa de novos antimicrobianos, bem como de
diagndsticos rapidos e tratamentos de baixo custo, intensificando as limitagGes ja existentes na

saude, como a resisténcia microbiana, que agravou silenciosamente, por envolver multiplos



16

mecanismos nas diversas espécies de micro-organismos, enfraquecendo a seguranca do
paciente. Contudo, a vigilancia de resisténcia aos antimicrobianos ainda é deficiente e tornou-
se mais exposta devido a pandemia (Walia et al., 2023).

Apesar da disponibilidade de opcGes terapéuticas, o tratamento das infeccdes fungicas
enfrenta diversos obstaculos que dificultam a efic&cia clinica. Entre os principais desafios estdo
a resisténcia antifangica, especialmente em Candida spp. e Cryptococcus spp., 0 que limita a
eficacia dos antifingicos disponiveis. Além disso, a toxicidade associada a alguns farmacos,
como a anfotericina B, pode restringir seu uso prolongado, principalmente em pacientes com
comorbidades (Perfect et al., 2014).

Diante disso, sdo inimeros 0s caminhos para encontrar alternativas de tratamento de
fangicas resistentes, podendo-se destacar a sintese organica de compostos bioativos, com
destaque para as oxadiazois, que apresentam uma ampla variedade de aplicacGes (Oliveira et
al., 2018). Varias rotas, a exemplo da rota com amidoxima, sdo precursoras para a sintese de
diversos compostos heterociclicos, destacando-se os 1,2,4-oxadiaz0is 3,5-dissubstituidos, com
acOes biologicas, como antimalarica, anti-hipertensivo anti-hipertensiva, antimicrobiana,
antioxidante, dentre outras aplicacGes (Freitas-Filho et al., 2015).

Os estudos utilizando 1,2,4-oxadiazol, analisam seus diferentes potenciais bioldgicos,
principalmente com finalidade farmacolégica, viabilizado pela propriedade eletrofilica ou
nucleofilica associada aos seus atomos do nucleo, garantindo estabilidade em meio fisioldgico
e no produto ou medicamento (Aguiar; Cunha, 2015).

Portanto, devido a complexidade e aos desafios encontrados no combate as afeccdes
fangicas, analisar moléculas obtidas por sintese organica frente a fungos leveduriformes de
interesse clinico tornou-se o alvo desse estudo, visto que as infec¢des causadas por fungos
oportunistas e invasivos ainda sdo altamente prevalentes e de dificil tratamento. Por isso, a
avaliacdo do potencial antifingico de compostos oxadiazois frente aos géneros Candida e
Cryptococcus, torna-se uma abordagem promissora para o desenvolvimento de novos agentes

antifungicos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 InfeccBes fangicas

InfeccBes fungicas sdo definidas por infecgBes causadas por micro-organismos de
baixa patogenicidade, em condi¢Ges favoraveis ao seu desenvolvimento, devido ao
desequilibrio no sistema imunolégico ou na microbiota, como ocorre em pacientes portadores
do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), pacientes diabéticos, neoplasicos,
transplantados, ou em uso prolongado de corticéides, imunossupressores e antibiéticos. Podem
ser superficiais ou sistémicas, dependendo da gravidade do paciente (Torres et al., 2018;
Svedese et al., 2022).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), os fungos que compdem o
grupo prioritario critico sdo Cryptococcus neoformans, Candida auris, Candida albicans e
Aspergillus fumigatus, pois sdo as espécies frequentemente isoladas (WHO, 2022a).

2.1.1 Candidiase

O agente etiologico da candidiase superficial ou invasiva é o género Candida,
encontrado na microbiota como micro-organismo comensal de individuos saudaveis, apesar de
serem oportunistas, acometendo pacientes imunossuprimidos. Dentre as espécies de Candida,
C. albicans é a mais prevalente nos diagnosticos das infecgdes (Rocha et al., 2021), seguida
das infeccdes causadas por C. tropicalis, C. parapsilosis, C. auris, C. glabrata (Nakaseomyces
glabrata) e C. krusei (Pichia kudriavzevi) (Campos et al., 2020; Thatchanamoorthy et al.,
2022). Os tipos de infecgdes causadas por Candida spp. sdo candidiase vulvovaginal, oral,
cuténea, sistémica ou visceral (Campos et al., 2020).

Morfologicamente, as espécies que constituem o género Candida possuem entre 5 e 8
mm de diametro, com células simples, arredondadas ou alongadas, parede celular delgada,
blastoconideo e pseudo-hifas; reproduzem-se por brotamento, possuem consisténcia cremosa,
opaca, com coloragdo branca a marfim (Silva et al., 2020). C. albicans € uma espécie
polimorfica, sua col6nia pode variar de pseudo-hifas a hifas, quando o ambiente é modificado,
possui blastoconideo e clamidoconideo, mede de 3 a 5 um de didmetro e as colénias possuem
aspecto brilhoso, oval, tmido, cremoso e com odor especifico (Soares et al., 2018).

C. tropicalis é a segunda espécie de Candida spp. responsavel pelo aumento de
infeccbes em escala global e pela infeccdo em pacientes imunocomprometidos e

imunocompetentes. E considerada uma espécie patogénica emergente e possui similaridade
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genética com C. albicans, sendo a segunda mais virulenta, com forte producéo de biofilme e
resisténcia antifingica; apresenta col6nias brancas a creme, textura cremosa, lisa, opacas, com
bordas enrugadas; possui blastoconideos em cadeia simples ou ramificada, medindo entre 4 e 8
x 5-11 um, ¢ pseudo-hifas em cadeia ramificada (Zuza-Alves et al., 2017).

Com relacdo ao tratamento farmacolégico da candidiase (Quadro 1), esse depende do
local infectado. A primeira escolha para tratar candidiase oral € a utilizagdo de nistatina de uso
topico, por duas semanas. Outros farmacos utilizados sdo o clotrimazol, fluconazol e
cetoconazol, também por duas semanas. A candidiase cutanea, por sua vez, deve ser tratada
com nistatina ou clotrimazol, enquanto os casos de candidiase sistémica, a recomendacédo é a
administragdo de anfotericina B lipossomal intravenosa (Peixoto et al., 2014).

A candidiase vulvovaginal deve ser tratada de forma oral ou tdpica: por via oral com
a administracdo de fluconazol em dose Unica e cetoconazol, duas vezes ao dia, por duas
semanas. Enquanto pela via topica, deve-se administrar clotrimazol por uma semana, terconazol
por trés dias e acido bérico, duas vezes ao dia, durante 14 dias (Leal et al., 2016). Os casos de
candidiase vulvovaginal recorrente sdo frequentes, necessitando de uso de antifingicos por um
periodo mais prolongado, compreendendo a administracdo de clotrimazol, por via oral, duas
vezes por semana, durante seis meses, ou a aplicacdo de terconazol por sete dias, cetoconazol
via oral durante seis meses, fluconazol ou itraconazol por via oral durante um més, devendo a
medicacdo ser suspensa apds esse periodo e, caso seja reincidente, refazer novamente o
tratamento, com os medicamentos de supressdo, seguido com os de manutencdo, por um ano
(Peixoto et al., 2014; Leal et al., 2016).



Quadro 1. Tratamento antifungico da candidiase.

CLASSE

TRATAMENTO
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REFERENCIA

Interacdo com o

Candidiase oral e

Pappas et al., 2016;

parede celular

ergosterol Anfotericina B sistémica Brasil, 2019;
P Cavassin et al., 2021,
POLIENOS fangico, al.te;rando WHO, 2022b
a permeabilidade Candidiase oral
celular L . ' Peixoto et al., 2014;
Nistatina vulvovaginal
: « A Pappas et al., 2016
(inducéo), cuténea
Cand|d|as_e oral, Peixoto et al., 2014;
vulvovaginal ;
Fluzonazol (inducio Sueth-Santiago et al.,
manuten, 06 2015; Brasil, 2019;
ne WHO, 2022b
supressao)
Candidiase oral, Peixoto et al., 2014;
Inibicio d ltraconazol vulvovaginal Sueth-Santiago et al.,
r’"t |gac(>j a (manutencdo, 2015; Brasil, 2019;
err;]c?:tircﬁ o supressao) WHO, 2022b
2 . Candidiase oral,
AZOHIOe bloguelo da Miconazol vulvovaginal Peixoto et al., 2014
enzima 14- a- . x
(inducdo)
lanosterol- =
: Candidiase oral,
demetilase . . .
Clotrimazol vuIvovaglnaI Peixoto et al., 2014;
(supressao), Leal et al., 2016
cuténea
Terconazol Cand|d|as_e Leal et al., 2016
vulvovaginal
Cetoconazol Candidiase oral, Peixoto et al., 2014;
vulvovaginal Leal et al., 2016
Inibe a sintese de | Caspofungina Candidiase oral Pappas et al., 2016;
B (1,3)-D- Micafungina Candidiase oral Pappas et al., 2016;
EQUINOCANDINA | 9lucano, Terézhalmy; Huber,
componente Anidulafungina Candidiase oral 2011;
essencial da 9 ’

Pappas et al., 2016;

ACIDO
INORGANICO
FRACO
(tratamento
alternativo)

Nao elucidado

Acido bérico

Candidiase
vulvovaginal

Leal et al., 2016;
Chew; Than, 2016

Fonte: Autora, 2025.

No entanto, apesar de existirem medicamentos antifungicos potencialmente capazes

de erradicar infec¢es causadas por Candida spp., a resisténcia é uma crescente preocupacgao

nessa area, que torna mais dificil o tratamento, e corrobora a dificuldade encontrada no combate
a candidiase (Machado, 2022).

Apesar das demais Candida spp. serem menos isoladas quando comparadas com C.

albicans, ha uma preocupacdo clinica crescente quanto a sua agd0 no organismo por

apresentarem perfis de resisténcia aos medicamentos licenciados para o tratamento de infec¢des

causadas por essas especies, ja tendo sido constatado o desenvolvimento de resisténcia ao
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fluconazol, além de alta incidéncia em adultos e mortalidade associada as infec¢fes (Rocha et
al., 2021).

Nesse contexto, C. albicans se destaca ndo apenas pela sua prevaléncia, mas também
pela sua habilidade de secrecdo de farnesol, 3,7,11-trimetil-2,6,10-dodecatrieno-1-ol, um alcool
sesquiterpénico aciclico, sintetizado endogenamente pela via do ergosterol; estavel ao calor,
ndo é afetada pelo pH extremo e a sua producdo ndo depende do tipo de carbono, da fonte de
nitrogénio ou do meio de crescimento (Rodrigues; Cernakova, 2020).

Importante mencionar que todas as cepas padrdes e clinicas de C. albicans, estudadas
até o momento e relatada na literatura, produzem farnesol, com excec¢édo de C. albicans ATCC-
10231, que ao invés do farnesol, secreta o acido farnesdico (Nickerson et al., 2024).

O farnesol secretado é gerado pela desfosforilagdo do farnesil pirofosfato como um
subproduto da via do mevalonato e sdo influenciadas pela temperatura e condi¢des nutricionais,
variando de acordo com o ciclo de crescimento e da densidade celular, atua como um regulador
da transicdo entre formas leveduriformes e filamentosa de C. albicans, influenciando a
formacéo de biofilmes, que séo essenciais para a viruléncia dessa espécie (Batliner et al., 2024).
Quando atinge uma densidade celular, o farnesol inibe a transicdo para a forma filamentosa e
suprime a formacao de biofilmes, ajudando a manter o equilibrio entre as formas leveduriformes
e filamentosas do fungo, regulando a viruléncia do organismo e sua capacidade de infectar o
hospedeiro (Hogan, 2006).

Os estagios da formacao do biofilme de C. albicans ocorrem em quatro fases (figura
1), iniciando com a adesdo, que corresponde quando as células fangicas se aderem a superficie
bidtica ou abidtica, formando uma base para ancorar o biofilme, com duragdo entre 60 a 90
min, seguida da proliferacdo, desencadeada pelo surgimento de uma rede de células que
contribui para a rigidez do biofilme, através da expressdao de adesinas, de enzimas de
degradacdo de tecidos, de proteinas de defesa antioxidante e de toxina peptidica citolitica, é
uma fase critica do desenvolvimento e manutencdo do biofilme (Gulati; Nobile, 2016; Barros
et al., 2020). Depois, ocorre a fase de maturacédo, fase mais complexa, normalmente se forma
em 24 horas, na qual a producdo de hifas ocorre juntamente com a secre¢do de substancias
poliméricas extracelulares: os polissacarideos a-manano, B-1,6-glucano e B-1,3-glucano,
formando uma matriz polimérica, sendo o (3-1,6-glucano o principal responsavel dessa matriz
pela resisténcia do biofilme aos antifngicos (Pereira et al., 2021).

A Ultima fase é a dispersdo, em que as células se desprendem do biofilme maduro para

semear novas superficies, iniciando um novo ciclo (Gulati; Nobile, 2016). Essa fase é de
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relevancia clinica, pois as células dispersas podem migrar para a corrente sanguinea, estando

relacionada com a candidemia e a candidiase invasiva disseminada (Pereira et al., 2021).

Figura 1. Mecanismo de formacéo de biofilme em Candida spp.

b) Proliferacao

a) Adesao c) Maturacao

|
/

d) Dispersao

a) Adesdo: aderéncia de células fangicas a superficie bidtica ou abidtica, com duracdo entre 60 a 90 min; b)
Proliferacdo: surgimento de uma rede de células que contribui para a rigidez do biofilme, é uma fase critica do
desenvolvimento e manutencdo do biofilme; ¢) Maturagéo: producdo de hifas ocorre juntamente com a secrecéo
de substincias poliméricas extracelulares, formando uma matriz polimérica, sendo o B-1,6-glucano o principal
responsavel dessa matriz pela resisténcia do biofilme aos antiflngicos; d) Dispersao: células se desprendem do
biofilme maduro para semear novas superficies, iniciando um novo ciclo (Gulati; Nobile, 2016; Barros et al., 2020;
Pereira et al., 2021).
Fonte: Autora, 2025.

Outro fator de resisténcia em C. albicans é a superexpressdo da bomba de efluxo,
reduzindo o acumulo de azoéis no interior da célula, podendo estar relacionado ao fenétipo de
resisténcia do biofilme aos medicamentos. Os transportadores de cassetes de ligacdo (CDR1 e
CDR2) ao ATP e o principal transportador facilitador (MDR1) s&o comumente expressos em
baixos niveis, mesmo quando ndo héa antifingico presente, no entanto, a transcricdo de MDR1
e CDR1 é mais expressiva em biofilme de C. albicans do que em células planctdnicas no
periodo de 24 horas, com a expulsdo dos antifingicos de dentro da célula viabilizando a

sobrevivéncia do micro-organismo (Taff et al., 2013; Esfahani et al., 2024).
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2.1.2 Criptococose

A criptococose é uma doenga causada por C. neoformans e C. gattii, apos a inalagdo
de leveduras por pacientes imunocomprometidos e imunocompetentes, possuindo capacidade
de agir como patogenos primarios. Anteriormente era associada a unica espécie desse fungo, o
C. neoformans, contudo, métodos moleculares baseados no sequenciamento de genoma
propdem segmentar em C. neoformans e C. gattii (C. gattii, C. bacillisporus, C. deuterogattii,
C. tetragattii e C. decagattii) (May et al., 2016).

Uma nova espécie, C. deneoformans, € utilizada para se referir a C. neoformans var.
neoformans, que é amplamente encontrada em solos ricos de matéria organica e fezes de
pombos. E uma levedura encapsulada por polissacarideos, sendo o glucuronoxilmanano o
componente majoritario, que a protege do sistema imunoldgico do paciente, inviabilizando a
fagocitose pelos globulos brancos. E responsavel pela viruléncia, afetando o sistema nervoso
central (SNC), o trato respiratdrio e a pele (Zhao et al., 2023).

As manifestacfes clinicas que afetam o SNC desencadeiam meningite, responsavel
pelas taxas de mortalidade por essa infec¢do. Também ocorre formacéo de criptococomas, que
sdo lesbes em massas causadas no tecido focal, alem da ocorréncia de manifestacbes que
atingem o trato respiratério, com acometimento do pulmdo, apds inalacdo de células
infecciosas, causando pneumonia criptocécica, e aquelas que atingem a pele, causando
criptococose cutanea em feridas abertas (Huong et al., 2017; Zhao et al., 2023).

C. gattii é endémica no Norte e Nordeste do Brasil, apresentando coeficiente de
letalidade entre 30 e 40% em relacdo aos pacientes infectados. Essa espécie possui capsula
polissacaridica maior em didmetro quando comparada ao C. neoformans (3,48 um e 2,73 pm,
respectivamente) (Veiga et al., 2020).

Com relacdo ao tratamento (Quadro 2), esse é dividido em fase de inducdo, fase de
consolidacdo e fase de manutencdo. A fase de inducdo tem a finalidade de eliminar uma
quantidade significativa de micro-organismos, empregando anfotericina B em associagdo com
a flucitosina, tendo duracdo de duas semanas; a fase de consolidacao tem a finalidade de manter
reduzida a carga fungica ou negativacdo diagndstica, conforme protocolo clinico, utiliza o
fluconazol e tem duracéo de oito semanas; enquanto que a fase de manutencéo ou supressao €
dependente do estado imunolégico do individuo, geralmente o paciente é portador de HIV ou
transplantado, e o periodo de tratamento é de um ano com o uso de fluconazol ou itraconazol

(Cavalcante; Ferreira, 2022).
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CLASSE TRATAMENTO REFERENCIA
Interagcdo com o Peixoto et al., 2014;
ergosterol Criptococose Pappas et al., 2016;
POLIENOS fangico, alterando | Anfotericina B (terapia de Brasil, 2019;
a permeabilidade inducdo) Cavassin et al., 2021,
celular WHO, 2022b
Inibe o Criptococose
< metabolismo de (terapia de Baddley; Forrest,
'Ig\ll\lgzpl\ll\_/l?gloNigE pirimidina e a Flucitosina inducdo) em 2019; Brasil, 2019;
sintese de &cido associacdo coma | WHO, 2022b
nucleico anfotericina B
Criptococose Peixoto et al., 2014;
Inibicdo da Fluzonazol (terapia de Sueth-Santiago et al.,
sintese de consolidacéo e 2015; Brasil, 2019;
ergosterol e manutencéo) WHO, 2022h
AZOLICO bloqueio da . ,
enzima 14- o- Criptococose Peixoto et gl., 2014,
. Sueth-Santiago et al.,
lanosterol- Itraconazol (terapia de 2015: Brasil. 2019:
demetilase manutenc¢éo) WHO, 2022b

Fonte: Autora, 2025.

Apesar dos antifungicos potencialmente capazes de combater infeccdes causadas por
leveduras de interesse clinico, a resisténcia corrobora com a dificuldade encontrada no combate
a criptococose e sua resisténcia inata as equinocandinas (Machado, 2022). Além disso, efeitos
colaterais como nefrotoxicidade causada pela anfotericina B também sdo problemas
enfrentados no tratamento de infec¢des fungicas, sugerindo a associagdo com outro antifingico
(Baddeley; Forrest, 2019).

Nesse cendrio, C. neoformans e C. gattii apresentam mecanismos de resisténcia
adicionais, como o0s genes transportadores de bomba de efluxo Afrl, Afr2 e Mdr1, pertencentes
a familia de transportadores ABC, que corresponde a familia de transportadores de ATP
dependentes, que bombeiam aminoacidos, proteinas, ions e outros compostos hidrofobicos,
como o0s azois, para fora das células fungicas e contra o gradiente de concentracdo (Prasad,;
Panwar; Smriti, 2002; Chang et al., 2018). O gene Afrl é essencial para o efluxo em C.
neoformans, e desempenha um papel importante na expulsdo de outros compostos,
caracterizando esse gene como um dos principais fatores da resisténcia clinica ao fluconazol
(Chang et al., 2018).

Outro fator de resisténcia do género Cryptococcus é a formagéo de biofilme em tecidos

vivos e superficie abidtica (Figura 2), que se inicia com a fase de adesdo, processo que ocorre
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entre 2 e 4 horas com a fixacdo de células em superficie, seguida da fase intermediéria, que
ocorre entre 4 e 16 horas, formando microcolonias em quantidade significativa. Depois
acontece a fase de maturacao, entre 24 e 48 horas, estagio de alta e estavel atividade metabolica
que facilita a crescente quantidade de material extracelular, viabilizando a microarquitetura do
biofilme criptocécico, e por fim, ocorre a fase de dispersdo, que ocorre apos 72 horas, em que
as células comegam a se desprender e passam a colonizar outros sitios, buscando a viabilidade
de nutrientes em ambiente formidavel para trocas energéticas (Martinez; Casadevall, 2015;
Tavares et al., 2019).

Figura 2. Formacao de biofilme criptocdcico em superficie bidtica ou abiotica.

\ g

a) Fase de adesao c) Fase de maturacio

d) Fase de dispersao

a) Fase de adesdo: processo que ocorre entre 2 e 4 horas com a fixagdo de células; b) fase intermediaria: ocorre
entre 4 e 16 horas, formando microcol6nias em quantidade significativa; c) fase de maturacéo: entre 24 e 48
horas, estagio de alta e estavel atividade metabdlica, viabilizando a microarquitetura do biofilme criptococico; d)
fase de dispersdo: ocorre apds 72 horas, quando as células comegam a se desprender e passam a colonizar outros
locais (Martinez; Casadevall, 2015; Tavares et al., 2019).

Fonte: Autora, 2025.

2.2 Modo de acgdo do tratamento farmacoldgico da candidiase e criptococose
As terapias farmacologicas da candidiase e criptococose utilizam medicamentos
semelhantes, alternando a dose e posologia. Os polienos possuem acgdo antifingica através da
afinidade com o ergosterol presente no fungo, desestabilizando e extravasando o material
intracelular (Campos et al., 2020). Em associa¢do com a flucitosina, que € um analogo de
pirimidina, a anfotericina B lipossomal é utilizada como terapia de inducdo e a agdo da
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flucitosina ocorre através da inibicdo do mecanismo de pirimidina e a sintese de acidos
nucleicos, impedindo a replicacdo da levedura (Henao-Martinez; Chastain; Franco-Paredes,
2018).

Os azdlicos, que incluem os triazois fluconazol, itraconazol e terconazol, e 0s
imidazdis miconazol, clotrimazol e cetoconazol, possuem acao fungistatica e sdo inibidores da
14-a-lanoesterol-dimetilase dependente do citocromo P450 e, consequentemente, também da
biossintese de ergosterol (Moraes; Felix; Badin, 2022).

A classe antifingica equinocandina é eficaz contra leveduras resistentes aos azois e
formadoras de biofilmes. E representada pela caspofungina, micafungina e anidulafungina e
possui agdo antifingica devido a interferéncia na sintese de p-glucanos, que formam ligac6es
cruzadas fundamentais entre proteinas e quitinas, causando lise na parede celular (Rocha et al.,
2021).

O é&cido borico € um &cido inorgénico fraco, fungistatico, e seu mecanismo de acao
ndo esta totalmente elucidado. Na prética, é utilizado 600 mg/dia como tratamento alternativo
para tratar candidiase vulvovaginal recorrente, infecces por cepas de Candida resistentes aos

azolicos ou infeccBes por outras espécies de Candida (Chew; Than, 2016).

2.3 Sintese de compostos com potenciais antifiingicos

A pesquisa translacional surgiu como uma abordagem para acelerar a aplicagcdo dos
resultados da pesquisa basica na prética clinica, promovendo o acesso de produtos, politicas e
praticas aos usuarios, envolvendo a criacdo de conhecimento e sua aplicacdo para gerar
beneficios para a sociedade (Colombo; Anjos; Antunes, 2019).

Diante disso, os pesquisadores sdo constantemente instigados a analisar e estudar
moléculas antiflngicas, passando por diferentes fases de estudos, iniciando da sintese até o pds-
clinico (Cortés et al., 2019).

Com relacdo aos compostos obtidos por sintese organica, existem varias rotas para
obtencdo das 1,2,4-oxadiazois 3,5-dissubstituidos e as mais estratégicas sao pela cicloadicdo
1,3-dipolar de nitrilas e N-6xidos de nitrila ou pela formagdo de O-acilamidoxima, seguida de
desidratacéo (Freitas et al., 2012).

Os oxadiazois correspondem a uma classe de compostos heterociclicos contendo cinco
membros, sendo trés deles, heterodtomos de oxigénio e nitrogénio. Apresentam propriedades
antifngica, antibacteriana, antitumoral, entre outras, principalmente pelos 1,2,4-oxadiazdis
3,5-dissubstituidos (Freitas-Filho et al., 2015).
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Na década de 1960, trés oxadiazois se destacaram quando ao seu efeito farmacoldgico,
sendo a oxolaminas, libexina e irrigor, respectivamente, dois antitussigenos, e o ultimo,
vasodilatador coroniano e anestésico local (Freitas et al., 2012).

Em estudo realizado por Kumar et al., (2011), foram obtidos 1,2,4-oxadiazdis e seus
bioisésteros, 1,3,4-oxadiazol e 1,3,4-tiadiazol, em sua estrutura apresentando o grupo
ciclopentiloxi ou n-butiloxi na posicao C3 do anel aromaético e do 4-piperdinila ou triclorometila
na posicdo C5 do anel oxadiazolico. Esses compostos foram submetidos a avaliacdo de
atividade anticancer em 6rgdos humanos, incluindo a mama, a prostata e o pancreas.

Contudo, os estudos utilizando 1,2,4-oxadiazol vem explorando seus diferentes
potenciais biolégicos, principalmente com finalidade farmacoldgica. Ele estd presente em
medicamentos empregados na pratica clinica, viabilizado pela propriedade eletrofilica ou
nucleofilica associada aos seus atomos do nucleo, garantindo estabilidade em meio fisioldgico
e no produto ou medicamento (Aguiar; Cunha, 2015). Por isso, essa tese estuda oxadiazdis com
a finalidade de apresentar compostos com atividade anti-Candida e anti-Cryptococcus.



27

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a atividade antifingica de quinze compostos oxadiazois de frente ao género

Candida e Cryptococcus.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

Determinar a concentracdo inibitéria minima dos oxadiazéis frente linhagens de
Cryptococcus spp. e Candida spp.;

Determinar a concentracdo fungicida minima dos compostos sintéticos frente as cepas
leveduriformes;

Avaliar a cinética de crescimento dos micro-organismos diante dos compostos;
Analisar as alteracdes morfoldgicas nas estruturas de viruléncia do género Candida e
na espessura da capsula do género Cryptococcus;

Analisar a acdo antibiofilme;

Verificar se a substancia-teste interfere na biossintese de ergosterol em Candida
albicans;

Avaliar se a substancia-teste modula vias de sinalizacdo associadas ao farnesol em
Candida albicans;

Analisar o comportamento dos micro-organismos na presenca do inibidor da bomba
de efluxo combinado a substancia-teste.

Investigar os efeitos sinérgicos, indiferente ou antag6nico da associacdo da substancia-
teste com a anfotericina B.



28

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Substancias-teste e substancias padrao

Os compostos oxadiazois foram produzidos no Laboratério de Quimica Organica e
Medicinal, no Centro de Educacdo e Saude da Universidade Federal de Campina Grande e
cedidas pelo Professor Dr° Juliano Carlo Rufino de Freitas.

Ao todo foram utilizados 15 compostos (Quadro 3) oxadiazois: SFM-1, SFM-3, SFM-
5, SFM-9, SFM-11, JFOX-1, JFOX-2, JFOX-3, JFOX-4, JFOX-5, JFOX-6, JFOX-7, JFOX-8,
JFOX-9, JFOX-10, solubilizados com DMSO 1% e diluidos em agua destilada esterilizada.

Quadro 3. Estruturas e os respectivos nomes das substancias-teste utilizadas no estudo.

SFM-1 SFM-3 SFM-5

N\ N\W)\OH 7\ Nﬁ)\OH i | N\/<

1-(3-Fenil-[1,2,4]oxadiazol-5-il)- 1-[3-(4-Bromo-fenill)- 1-(3-m-Tolil-[1,2,4]oxadiazol-5-
etanol [1,2,4]oxadiazol-5-il]-etanol il)-etanol
SFM-9 SFM-11 JFOX-1

N )\OH N\)\OH N /\/LO
d{ >—< D NO @J B @4 D
\N/O 2 \\N/O HzN \\N/O

1-[3-(4-Cloro-fenil)- 1-[3-(4-Nitro-fenil)- 4-[3-(4-Amino-fenil)-
[1,2,4]oxadiazol-5-il]-etanol [1,2,4]oxadiazol-5-il]-etanol [1,2,4]oxadiazol-5-il]-butan-2-ona
JFOX-2 JFOX-3 JFOX-4
o) /L o)
FN_ N u@ N W
/ \-0 N-O N/ -0
4-(3-Fenil-[1,2,4]oxadiazol-5-il)- 4-[3-(4-Cloro- fenil)- 4-(3-Piridin-4-il-[1,2,4]oxadiazol-
butan-2-ona [1,2,4]oxadiazol-5-il]-butan-2-ona 5-il)-butan-2-ona
JFOX-5 JFOX-6 JFOX-7
N
(o) N 7 NQ’ (@] N
DWW, — <7 <
\K( N N~o O
o 1-(3-p-Tolil- 1-(3-m-Tolil-[1,2,4]oxadiazol-5-
4-(3-m-Tolil-[1,2,4]oxadiazol-5- | [1,2,4]oxadiazol-5-il)-etanona il)-etanona
il)-butan-2-ona
JFOX-8 JFOX-9 JFOX-10

C|{/_\>—<\ = Br@—Q = F{/—\>—<\ =]
_ n-O _ N-O — N-O
1-[3-(4-Cloro-fenil)- 1-[3-(4-Bromo-fenil)- 1-[3-(4-Fluoro-fenil)-
1,2,4]oxadiazol-5-il]-etanona [1,2,4]oxadiazol-5-il]-etanona [1,2,4]oxadiazol-5-il]-etanona

Fonte: Autora, 2025.
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A anfotericina B (Sigma-Aldrich®) e o fluconazol (Farmaformula®), foram adquiridas
comercialmente e utilizadas nos testes como antifungicos padrdo. A anfotericina B foi diluida
e solubilizada em agua destilada estéril com DMSO 1%, concentracdo suficiente de DMSO
para ndo interferir no crescimento fangico (Costa et al., 2011). O fluconazol foi diluido e
solubilizado em agua destilada esterilizada.

Foi realizado o controle de DMSO na mesma concentracdo de solubilizagcdo dos

compostos com a finalidade de avaliar a interferéncia no crescimento das leveduras.

4.2 Micro-organismos e preparacao do inéculo

Foram utilizadas as cepas Cryptococcus neoformans var. gattii ATCC-32269 e C.
neoformans ATCC-66031, Candida albicans ATCC-10231, C. albicans ATCC-60193, C.
parapsilosis ATCC-22019, C. tropicalis ATCC-750, C. tropicalis ATCC-13803, C. glabrata
ATCC-90030 (Nakaseomyces glabrata), C. krusei CBS-573 (Pichia kudriavzevi) e C. krusei
ATCC-6258 (Issatchenkia orientalis), estocadas em meio Agar Sabouraud Dextrose (ASD) sob
refrigeracdo a 4 °C.

Para o indculo, uma aliquota de micro-organismo foi retirada e suspensa em tubo
contendo 5 mL de NaCl a 0,85% estéril e ajustada comparando com a escala de 0,5 McFarland
(1-5 x 10° UFC/mL) (Cleeland; Squires, 1991; Hadacek; Greger, 2000; Andrade et al., 2017).

4.3 Determinacdo da concentracao inibitoria minima

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) dos derivados de
oxadiazois, foi utilizada a técnica de microdilui¢do, conforme descrita a norma EUCAST E.Def
7.4 (EUCAST, 2023). Inicialmente, foram distribuidos 100 uL do Caldo Sabouraud Dextrose
(CSD) duplamente concentrado em placas de 96 pogos e fundo em “U”. Depois, foi adicionado
100 pL da substancia-teste na primeira linha da placa e, em seguida, foi realizada a dilui¢éo
seriada em razdo de 2, partindo de 1024 até 4 ng/mL. Foi adicionado 10 pL de in6culo em cada
cavidade da placa, que foi incubada a 35 °C por 24 e 48 horas para 0s géneros Candida e

Cryptococcus, respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Metodologia para determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima pela técnica de
microdiluicdo.

b)

a) Adicdo do meio de cultura duplamente concentrado, b) Adi¢do da substancia na primeira linha da placa de
microdilui¢do c) Realiza¢do da microdiluicdo seriada em razdo de 2 e adi¢do do in6culo previamente preparado e
ajustado em 0,5 Mac Farland, d) Incubagdo em estufa.

Fonte: Autora, 2025.

Foram realizados os controles positivos, para avaliar a viabilidade dos micro-
organismos (meio de cultura e indculo na auséncia da substancia), e os controles negativos,
para avaliar a esterilidade do meio de cultura (meio de cultura na auséncia do-micro-organismo)
e auséncia de contaminantes das substancias (meio de cultura e substancias, na auséncia do

micro-organismo).

4.4 Determinacéo da Concentracdo Fungicida Minima

Uma vez determinada a CIM, a etapa seguinte envolveu a determinacdo da
Concentracdo Fungicida Minima (CFM), através da técnica de subcultivo. Aliquotas de 10 pL
dos pogos da placa de microdiluicdo, que ndo houve crescimento microbiano visivel, foram
semeados em placas de Petri contendo meio Agar Sabouraud Dextrose (ASD), como ilustrado
na Figura 4.

As placas de Petri foram incubadas em estufa a 35 °C, por 24 e 48 horas, para 0s
géneros Candida e Cryptococcus, respectivamente. Apos completar o periodo de incubagéo, as

placas de Petri foram analisadas, considerando CFM a mais baixa concentragdo da substancia
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que inibiu o crescimento flngico em até trés unidades log de UFC (Klepser et al., 1998;
Nobrega et al., 2016; Silva et al., 2018).

Figura 4. Subcultivo de 10 pL dos pocos que ndo apresentou crescimento microbiano.

_,mg

7S C)

a) Retirada de 10 pL dos pocos que ndo apresentaram crescimento microbiano visivel e b) Semeadura em placa
de Petri contendo ASD estéril. ¢) Incubacéo das placas em estufa bacterioldgica.
Fonte: Autora, 2025.

4.5 Anédlise da cinética de crescimento microbiana

O teste da cinética de crescimento para analisar as a¢des ao longo do tempo contra C.
neoformans ATCC-66031 e C. albicans ATCC-10231 foi realizado, utilizando CIM e 2xCIM
de JFOX-6, fluconazol e anfotericina B, para avaliar suas atividades fungistatica e fungicida.
Para isto, foi adicionado o in6culo em CSD contendo as diferentes concentracGes das
substancias, que foram incubadas a 37 °C durante o periodo de 0, 2, 6 e 24 horas. Ap6s 0s
respectivos periodos de incubacdo, foi retirada uma aliquota de 10 pL de cada tudo e,
uniformemente, foi semeada em placa de Petri contendo ASD. As placas foram incubadas em
estufa a 37 °C durante 24 horas. Ap6s o periodo de incubacdo, foi realizada a comparacao dos
efeitos das substancias-teste, fluconazol e anfotericina B através da contagem de UFC/mL com
0 respectivo indculo inicial (tempo zero) (Figura 5). Este experimento foi realizado em
triplicata. A agéo foi considerada fungicida quando reduzir mais que 3logio ou 99,9 % de
UFC/mL ao comparar com o inoculo inicial (Klepser et al., 1998; Lewis et al., 2002; Li et al.,
2013; Shrestha et al., 2015).
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Figura 5. Esquematizacdo da cinética de crescimento microbiana.

\/9 }_\‘_

/
a) - E = / d)\- e)

c) \\

2xCIM CIM  CIM/2 \o
Substancia teste
b) f)

a) Tubo com indculo; b) Tubos com diferentes concentragfes de substancia teste; ¢) Adicdo dos tubos A e B em
CSD; d) Incubacéo do Tubo C em diferentes tempos (0, 2, 6 e 24 horas); e) Cultivo de 10 pL em placa de Petri
contendo ASD apds os respectivos periodos de incubagdo; f) Incubacdo das placas de Petri em estufa a 37 °C por
24 horas.

=

Inéculo

Fonte: Autora, 2025

4.6 Efeito das substancias na morfologia das leveduras

A molécula JFOX-6 foi analisada frente as caracteristicas morfolégicas de Candida e
Cryptococcus, atraves da técnica de microcultivo (Kurtzman; Fell, 1998; Sidrim; Rocha, 2004).
Foram utilizadas camaras Umidas estéreis contendo uma lamina sobre um suporte em seu
interior. Inicialmente, 1 mL de meio agar Fuba-Tween 80 1,5%, contendo CIM, 2x CIM e 4x
CIM da JFOX-6 foi adicionado, e foram semeadas duas estrias paralelas do micro-organismo
recém cultivado. Em seguida, uma laminula previamente esterilizada pela chama do bico de
Bunsen foi adicionada, com auxilio de uma pinga, também previamente esterilizada pela chama.
Por fim, 2 a 3 mL de agua destilada esterilizada foram adicionados sobre o papel filtro estéril
presente no interior das camaras Umidas, para evitar o ressecamento do meio de cultura. As
camaras Umidas foram tampadas e incubadas a 35 °C, por 48 horas, para C. neoformans ATCC-
66031 e C. gattii ATCC-32269, e por até cinco dias para C. albicans ATCC-10231 e C.
tropicalis ATCC-750 (Figura 6). Camaras imidas contendo Agar Fuba Tween 80 1,5% também
foram preparadas com a auséncia das substancias, cultivando as leveduras na auséncia das

drogas com a finalidade de verificar as estruturas caracteristicas de cada espécie.
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Figura 6. llustracdo da técnica de microcultivo de micro-organismos.

A~

Agar Fuba Tween 80 1%
on TR e
CIM/2 CIM 2x CIM

Substancia
a) Adicdo de diferentes concentracbes das drogas ao meio de cultura, b) Adicdo do meio de cultura a lamina
presente na cAmara Umida, ¢) Realizacdo de estrias paralelas do micro-organismo recém repicado, d) Adicéo da
laminula, €) Incubagdo da cAmara Umida em estufa.
Fonte: Autora, 2025.

e)

Ap0s os respectivos periodos de incubacédo, as laminas do microcultivo das cepas de
Candida foram retiras das camaras Umidas e submetidas a analise por microscopia 6tica (Figura
7), na objetiva de aumento de 40x, percorrendo toda a ldmina, com a finalidade de verificar as
alteracdes nas estruturas de viruléncia de C. albicans (blastoconideo, pseudo-hifas e
clamidoconideo) e C. tropicalis (pseudo-hifas e blastoconideos).

As laminulas das camaras umidas referentes as espécies de Cryptococcus foram
retiradas e adicionadas a uma nova lamina contendo uma gota da tinta Nanquim para a analise
em microscopia optica, na objetiva de aumento de 40x, utilizando o microscépio 6tico NOVEL
BM 2100, acoplado a uma camara filmadora TUCSEN Model ISH 500, com auxilio do
programa TCapture, com o intuito de verificar as alteragcbes na capsula polissacaridica do
micro-organismo, um importante fator de viruléncia desse género. Toda a lamina foi percorrida
e foi feita a média de sessenta células referentes a cada concentracdo para comparacdo com a
média da espessura da capsula das células de Cryptococcus spp. na auséncia das drogas
(controle) (Brasil, 2004; Cardoso et al., 2016) (Figura 8).
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Figura 7. Analise de laminas de microscopia de Candida spp.

a)

a) Lamina de microscopia de Candida spp., b) Observacdo em microscépio 6tico com aumento de 400 vezes, com
a finalidade de analisar o comportamento das substancias em diferentes concentraces e verificar a ocorréncia de
alteragBes nas estruturas de viruléncia desse género.

Fonte: Autora, 2025.

Figura 8. Analise de laminas de microscopia de Cryptococcus spp.

a) Lamina de microscopia de Cryptococcus spp, b) Nova lIamina com uma gota de tinta Nanquim, c) Adicdo de
laminula e d) Analise em microscépio 6tico com aumento de 400 vezes, com a finalidade de verificar alteragdes
na espessura da capsula, apds presenca de substancia-teste e substancia padrdo em diferentes concentracdes.
Fonte: Autora, 2025.
4.7 Analise da capacidade do micro-organismo produzir biofilme
A habilidade de C. neoformans ATCC-66031, C. gattii ATCC-32269, C. albicans

ATCC-10231 e C. tropicalis ATCC-750 formarem biofilme foi analisada pela técnica do cristal
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violeta (Shao et al., 2019; Araujo et al., 2021; Lavaee; Motamedifar; Rafiee, 2022; Wulansari,
2023). Inicialmente, para testar a formagdo da pelicula de biofilme, 100 pL de CSD foi
adicionado em microplacas de 96 pocos e fundo chato, seguido do acréscimo de 10 uL de
indculo de C. albicans, C. tropicalis, C. gattii e C. neoformans, previamente ajustado na escala
de 0,5 Mc Farland. As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C, por 90 minutos, 4, 6,
24, 48, 72 e 96 horas.

Apls o0s respectivos periodos de incubagdo, os pocos da microplaca foram
cuidadosamente lavados com solucdo salina 0,9% estéril e deixados para secar por 1 hora em
temperatura ambiente, depois foi adicionado 200 pL de cristal violeta 1% em cada poco, e
foram corados por 30 minutos. Em seguida, os pocos foram novamente lavados e foi adicionado
200 pL de etanol absoluto, aguardando por 30 minutos a solubilizacdo do corante com etanol
absoluto. O biofilme foi quantificado em um leitor de microplaca ELISA (KASUAKI®) com
filtro de 630 nm.

No entanto, com o intuito de compensar a absorbancia do meio de cultura inseridos
nos microtubos, microtubos contendo somente caldo sabouraud dextrose (branco) passaram
pelas etapas acima citadas. Os valores de DOgranco (0,062) foram descontados das leituras
realizadas e foi considerada produtora de biofilme quando superior a trés desvios padrao (DP)
acima da média de DO do controle negativo (> 0,070) (Stepanovi¢ et al., 2007):

DOgranco = Média de DO controle negativo + (3 x DP controle negativo)

4.8 Ensaio da interferéncia de JFOX-6 na formacao de biofilme flngico

Uma vez comprovada a capacidade de C. neoformans ATCC-66031, C. gattii ATCC-
32269, C. albicans ATCC-10231 e C. tropicalis ATCC-750 formarem biofilme, foi analisado
se a JFOX-6 possui capacidade de inibir o biofilme fungico, e esses efeitos foram comparados
com a acdo da anfotericina B. Em uma microplaca de 96 pogos e fundo chato, foi adicionado
100 pL de caldo sabouraud dextrose, em seguida foram adicionados 100 pL das substancias em
diferentes concentragdes (1/2 CIM, CIM e 2x CIM), e depois foram adicionados 20 uL de
indculo previamente ajustado na escala de 0,5 Mc Farland. As microplacas foram incubadas em
estufa a 37 °C por 24, 48, 72 e 96 horas, com a finalidade de verificar se as substancias
interferem nos estagios de maturacao e disperséo do biofilme (Figura 9).

Ap0s o periodo de incubagdo, as microplacas foram lavadas com solucéo salina 0,9%
estéril (figura 10), secados em temperatura ambiente por 1 hora e corados por 30 minutos com

cristal de violeta 1%. Novamente, as microplacas foram cuidadosamente lavadas com agua
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destilada e 300 pL de etanol absoluto foi adicionado. Ap6s 30 minutos, o biofilme foi
quantificado em um leitor de microplaca ELISA (KASUAKI®) com filtro de 630 nm.

Para compensar a absorbancia do meio de cultura, novamente a DOgranco fOI
descontada das leituras realizadas dos pocos da microplaca referentes ao micro-organismo na
presenca das substancias-teste (1/2 CIM, CIM e 2xCIM). Foi também calculada a inibicéo
percentual da formacdo do biofilme por meio da diferenca da D.O. dos pogos contendo
microrganismo na auséncia (controle) e presenca da substancia-teste (tratado) em razéo da D.O.
do poco contendo microrganismo na auséncia da substancia-teste, classificando a inibicdo como
fraca (< 40%), moderada (entre 40 e 80%) e forte (> 80%) (Pagano et al., 2004; Aradjo et al.,
2021):

(DO microtubo controle—DO microtubo tratado)
DO microtubo controle

% de inibicao de formagao = x 100

Figura 9. llustracdo da técnica de analise do biofilme de leveduras no estagio de maturag&o.

N

< /
\ /

Substancia-teste

—y =

Inoculo j

) b) o |

CSD

—_—

a) Adicao do meio de cultura CSD em pogo da microplaca. b) Adicéo de diferentes concentrac@es das substancias
teste e substancia padréo e depois, o indculo. ¢) Microplacas foram tampadas e incubadas a 37 °C por 24, 48,72 ¢
96 horas.

Fonte: Autora, 2025.
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Figura 10. Esquema da técnica de coloragdo de biofilme dos micro-organismos, na auséncia e
presenca de oxidiazois, utilizando cristal violeta.
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a) A microplaca de 96 pocos e fundo chato foi retirada da estufa e lavada com solugdo salina 0,9% estéril, b) e
secaram em temperatura ambiente por 1h. ¢) Apos esse periodo, foi adicionado o cristal violeta 1% e aguardou
corar por 30 minutos. d) Os pocos da microplaca foram novamente lavados e e) foi adicionado o etanol absoluto,
aguardando descorar por 20 minutos. f) O contetdo dos pocos foi quantificado em um leitor de microplaca com
filtro de 630 nm.

Fonte: Autora, 2025.

4.9 Andlise da extracdo e quantificacao do ergosterol de Candida

Para andlise do ergosterol das células fangicas (Figura 11), a extracdo ocorreu
conforme descrito por Arthington-Skaggs, Warnock e Morrison (2000), com modificacdes.
Inicialmente, o micro-organismo C. albicans ATCC-60193 foi inoculado em tubos contendo
CSD e JFOX-6 nas concentragcdes de 1/2 CIM, 1/4 CIM e 1/16 CIM. As culturas foram
incubadas a 35 °C por 24 horas.

Ap0s o periodo de incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 15
minutos e o peso umido dos sedimentos foi determinado. Em seguida, foram adicionados 3 mL
da solucéo de hidréxido de potéssio alcoolico a 25% (25 g de KOH, 36 mL de agua destilada
estéril e completada até 100 mL com etanol 100%). As suspensdes foram agitadas por 2 minutos
e incubadas em banho-maria a 80 °C por 1 hora. Foi adicionada uma mistura de 1 mL de agua
e 3 mL de heptano, apos esfriar em temperatura ambiente, seguida de agitacdo em vortex por 3
minutos. A camada de heptano foi transferida para tubos secos e limpos e essa fase foi
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evaporada. Por fim, o ergosterol extraido foi ressuspenso com 1,5 mL de metanol, filtrado e
transferido para frascos.

A quantificacdo do ergosterol foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), utilizando um equipamento Shimadzu com detector de arranjo de diodos (DAD),
monitorando a absor¢cdo em 282 nm. As andlises cromatograficas ocorreram no modo
isocratico, com metanol como fase movel e fluxo de 1,4 mL/min. A fase estacionéria
corresponde a uma coluna analitica C18 Shim-pack CLC-ODS (250 x 4,6 mm DI) com tamanho
de particula de 5 um, mantida a 30 °C.

O método cromatografico foi desenvolvido e validado conforme a técnica de adi¢éo
de padrdo, avaliando os parametros de especificidade, linearidade, precisdo e exatiddo, através
de andlises inter e intradia em triplicata. O padrdo analitico utilizado foi o ergosterol (Sigma
Chemical). A linearidade foi verificada na faixa de concentragdes de 0,63 a 10 pg/mL (Yuan et
al., 2007; Chiocchio; Matkovi¢, 2011; Cabral; Figueroa; Farifia, 2013).
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Figura 11. Cultivo, extracdo e analise de C. albicans tratados com JFOX-6 e quantificacdo de
ergosterol.
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a) Cultivo de C. albicans em CSD tratados com JFOX-6; b) Incubagdo por 24 horas; c) Transferéncia do cultivo
para tubo falcon; d) Centrifugagéo por 15 minutos a 1500 rpm e) Descarte do sobrenadante, acréscimo de hidroxido
de potassio alcodlico a 25% ao pellet e agitagdo por 2 minutos; f) Banho maria por 1 hora a 80 °C; g) Adico de
heptano e agitagdo por 3 minutos h) Transferéncia da fase heptamica para novos tubos e evaporacdo do heptano
em banho maria; i) Ressuspenséo de ergosterol com metanol; j) Filtracdo do ergosterol com filtro de 0,45 pm para
um frasco; k) Analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Fonte: Autora, 2025.

4.10 Analise do efeito da JFOX-6 na biossintese do farnesol em C. albicans ATCC-66031

Inicialmente, C. albicans ATCC-60193 foi inoculada em frascos CSD na auséncia e
presenca de JFOX-6 em concentragdes de 1/2 CIM, 1/4 CIM e 1/16 CIM e incubados a 30 °C
por 24 horas (Figura 12). Apos esse periodo, as culturas foram centrifugadas a 3.000 rpm por
15 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro frasco e o farnesol foi extraido pela
adicéo de acetato de etila ao sobrenadante (4 partes do sobrenadante:1 parte de acetato de etila).

As fases com acetato de etila foram transferidas e evaporadas e o sedimento foi
ressuspenso em 1,5 mL de metanol, filtrado e transferido para um frasco para analise em CLAE,
com deteccdo em 210 nm, fase modvel (eluente) metanol e agua (4:1); fluxo 1mL/min,
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temperatura 30 °C, coluna fase reversa C18 grupo octadecil CLC-ODS (250 x 4,6 mm DI), 5
um de didmetro de particulas, 100 A de diametro dos poros.

O peso umido das células, apos centrifugacdo, foi determinado e calculado a
concentracdo de farnesol/mg de peso Umido. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata (Hornby et al., 2001; Yan et al., 2019).

Figura 12. Cultivo, extracdo e anélise de C. albicans tratados com JFOX-6 e quantificacdo de
farnesol.
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a) Cultivo de C. albicans em CSD tratados com JFOX-6; b) Incubacéo por 24 horas; c) Transferéncia do cultivo
para tubo falcon; d) Centrifugacdo por 15 minutos a 1500 rpm e) Acréscimo de acetato de etila ao sobrenadante;

f) Separacdo da fase com acetato de etila para um novo Becker para evaporacao; g) Ressuspensdo do farnesol e
filtragem com filtro de 0,45 um para um frasco; h) Anélise em cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Fonte: Autora, 2025.

4.11 Estudo da bomba de efluxo dependente de gradiente de protons

O estudo da bomba de efluxo (Figura 13) foi realizado utilizando um desacoplador da
forca proton motiva, o carbonil cianeto-3-clorofenil-hidrazona (CCCP), na qual atua
diminuindo a energia utilizada para o transporte de ions para dentro e fora da célula (Bobek;
Situ, 2003; Moreira et al., 2005; Yousfi et al., 2019; Lev et al., 2020).

O teste foi realizado retirando um volume de 200 pL de um tubo contendo meio de
cultura CSD, substancia CCCP e substancia-teste, de acordo com a concentracéo inibitéria. O
material foi depositado em uma placa de microdiluicdo de 96 pocos estéril, sequido da adi¢do
de 20 pL de in6culo. A placa foi incubada a 35 °C por 24 horas para C. albicans e por 48 horas

para C. neoformans.
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Apos o periodo de incubagdo, se houver reducéo de CIM, de no minimo duas vezes,
em presenca do desacoplador, o resultado é considerado positivo para bombas de efluxo. Este
estudo foi realizado em triplicata.

Foram realizados os controles: controle negativo - CSD e substancia teste com o
micro-organismo na auséncia de CCCP; controle positivo - micro-organismo na presenca de
CCCP; controle de esterilidade - CSD na auséncia do micro-organismo; e controle de

viabilidade - CSD e micro-organismo na auséncia das drogas.

Figura 13. Anélise do comportamento do micro-organismo na presenca de desacoplador da
forca préton motora.
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a) Meio de cultura CSD, CCCP e substancia-teste; b) Retirada de 200 pL do tubo contendo a mistura de CSD,
substancia-teste e CCCP para adi¢cdo em uma placa de 96 pogos, seguido do acréscimo de 20 pL de indculo; c)
Incubagdo da placa de 96 pocos em estufa a 37 °C.

Fonte: Autora, 2025.

4.12 Estudo do efeito da associacé@o de substancias-teste com substéancias padréo

Para esse estudo, foram preparadas, em tubos, sete diluicdes duplamente concentradas
em série (8x CIM, 4x CIM, 2x CIM, CIM, 1/2 CIM, 1/4 CIM, 1/8 CIM) dos compostos testados
e do antifingico padrdo (anfotericina B). 100 uL de meio de cultura duplamente concentrado
foram adicionados e, em seguida, 50 puL de cada diluicdo das substancias-teste, nos pogos da
placa de microdiluicdo de 96 cavidades e fundo em “U”, em orientagdo vertical, e 50 puL de
cada diluicdo da anfotericina B, numa orientacdo horizontal, com a finalidade de conter em

cada cavidade, varias combinagdes das concentra¢fes dos dois compostos (Figura 14). Em
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seguida, 20 puL do indculo (0,5 Mc Farland) foram adicionados em cada cavidade da placa e
essa foi fechada e incubada por 35 °C por 24 e 48 horas, respectivamente, para 0 género
Candida e Cryptococcus.

Apds os respectivos periodos de incubacdo, as Concentragdes Inibitorias Fracionarias
(CIFs) foram calculadas com a CIM da combinacdo da substancia analisada e o antimicrobiano
padrdo, dividida pela CIM da substéncia analisada ou antimicrobiano padrdo sozinhos. O indice
de CIF foi calculado adicionando ambos os CIFs e interpretado com efeito sinérgico quando
for < 0,5, como aditivo ou nao-sinérgico, quando > 0,5-1,0, indiferente quando entre 1,0 e 4,0

e antagonista se >4.0 (Doern et al., 2014; Liu et al., 2014; Andrade-Junior et al., 2019).

Figura 14. llustracdo da técnica de associacao de substancias frente as leveduras.
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Fonte: Autor, 2025

4.13 Analise estatistica

Os resultados do ensaio do comportamento das substancias na espessura da capsula de
Crypptococcus spp. foram submetidos ao teste estatistico teste t — Student. O estudo
antibiofilme, ensaio de quantificacdo de ergosterol e farnesol foram expressos em média * erro

padrdo e submetidos ao teste estatistico teste t — Student.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, estdo descritos os resultados da determinacdo da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) frente as cepas de Cryptococcus e
Candida. Com excec¢do dos compostos JFOX-1, JFOX-2, JFOX-4 e JFOX-10, os demais

apresentaram propriedade inibitoria contra uma ou mais cepas de levedura.



Tabela 1. CIM e CFM, em pg/mL, de oxadiazois frente a Cryptococcus spp e Candida spp.
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neofoCr.mans C. gattii C. albicans C.albicans  C.tropicalis C. tropicalis C. parapsilosis  C. krusei C. krusei C. glabrata
COMPOSTOS ATCC-66031 ATCC-32269 ATCC-10231 ATCC-60193 ATCC-750 ATCC-13803 ATCC-22019 CBS 573 ATCC-6258 ATCC-90030
CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM

SFM-1 nd nd 256 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
SFM-3 256 256 256 256 512 nd 512 nd 512 nd 512 nd 512 nd nd nd nd nd 512 nd
SFM-5 128 128 128 256 nd nd 512 nd nd nd 512 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
SFM-9 256 256 256 256 512 512 nd nd 512 nd nd nd 512 512 nd nd nd nd 512 nd
SFM-11 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
JFELL-1 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
JFOX-1 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
JFOX-2 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
JFOX-3 nd nd 256 512 nd nd 256 512 512 nd 8 128 nd nd nd nd nd nd nd nd
JFOX-4 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
JFOX-5 1024 nd 1024 nd nd nd 512 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
JFOX-6 512 1024 512 1024 256 nd 256 512 1024 1024 256 512 256 256 256 512 256 512 512 512
JFOX-7 256 256 256 512 512 nd 512 nd 512 nd 512 nd 512 512 nd nd nd nd 512 nd
JFOX-8 512 nd 512 nd nd nd 256 nd 512 nd 64 nd 64 64 nd nd nd nd nd nd
JFOX-9 512 512 512 512 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
JFOX-10 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
SNFOTERICINA 0,25 2 0,5 1 0,5 1 0,125 64 0,5 4 025 05 0,25 0,5 2 8 2 16 0,5 2
FLUCONAZOL 1024 1024 256 256 64 256 32 256 64 512 64 512 16 64 128 512 256 512 256 512
CONTROLE “+” + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

CONTROLE “-”

nd: Concentracdo ndo determinada; + Controle positivo; - Controle negativo.

Fonte: Autora, 2025.
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As substancias SFM-3, SFM-5, SFM-9, JFOX-5, JFOX-6, JFOX-7, JFOX-8, JFOX-
9, apresentaram atividade inibitdria frente a C. neoformans ATCC-66031 e C. gattii ATCC-
32269, com CIM que variaram entre 128 pg/mL e 1024 pg/mL. SFM-1 e JFOX-3 inibiram
apenas C. gattii, com CIM de 256 pg/mL.

O composto JFOX-3 inibiu as cepas C. albicans ATCC-60193 (256 pg/mL), C.
tropicalis ATCC-750 (512 pg/mL) e C. tropicalis ATCC-13803 (8 pg/mL). JFOX-8
apresentou atividade frente a C. parapsilosis ATCC-22019, C. tropicalis ATCC-13803, C.
albicans ATCC-60193 e C. tropicalis ATCC-750, com CIM de 64, 64, 256 e 512 pg/mL,
respectivamente. Os compostos SFM-3, SFM-5, SFM-9, JFOX-5 e JFOX-7 tiveram CIM de
512 pg/mL, porém ndo inibiram todas as espécies de Candida nas condi¢des avaliadas. O
composto JFOX-6 exibiu atividade inibitdria frente a todas as espécies de Candida, com CIM
de 256 pg/mL., exceto para a cepa de C. glabrata ATCC-90030 e C. tropicalis ATCC-750, cuja
CIM foi de 512 pg/mL e 1024 pg/mL, respectivamente.

A maioria dos compostos apresentaram acgdo fungicida frente ao C. neoformans
ATCC-66031 e C. gattii ATCC-32269, com CFM de 256 pg/mL (SFM-3 e SFM-9) para as
duas cepas, correspondendo ao valor de CIM. O composto JFOX-9 apresentou CFM de 1024
pg/mL para as duas cepas, ou seja, o dobro da CIM. Os compostos SFM-1 e JFOX-3 mostraram
CFM de 512 pg/mL frente a C. gattii, correspondendo ao dobro da CIM. JFOX-6 apresentou
CFM de 1024 pg/mL, referente a CIM e a 2xCIM, do composto. Em complemento, o composto
SFM-5 apresentou CFM de 128 e 256 pg/mL frente a C. neoformans e C. gattii,
respectivamente, e o composto JFOX-7, CFM de 256 e 512 pg/mL frente a C. neoformans e C.
gattii, respectivamente.

Apesar da maioria ter apresentado atividade fungicida frente a Cryptococcus, JFOX-6
foi a inica molécula que inviabilizou o crescimento das cepas de Candida, com CFM entre 256
e 1024 pg/mL, com excecdo da cepa C. albicans ATCC-10231. A CFM foi de 256 pug/mL para
C. parapsilosis ATCC-22019, 512 pg/mL para C. albicans ATCC-60193, C. tropicalis ATCC-
13803, C. krusei CBS 573, C. krusei ATCC-6258, C. glabrata ATCC-90030 e 1024 pg/mL
para C. tropicalis ATCC-750.

O JFOX-7 apresentou CFM apenas frente a C. parapsilosis ATCC-22019 (512 pg/mL,
igual ao valor de CIM para a referida cepa). O composto JFOX-3 apresentou CFM somente
frente a C. albicans ATCC-60193 (512 pg/mL) e C. tropicalis ATCC-13803 (128 pg/mL),
correspondendo ao dobro e a 16x o valor de CIM, respectivamente. O SFM-9 exibiu CFM de
512 pg/mL frente a C. albicans ATCC-10231 e C. parapsilosis ATCC-22019, correspondendo
ao valor de CIM.
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Embora tenha apresentado efeito fungistatico em relacdo a algumas leveduras, 0s
compostos JFOX-5 e JFOX-8 ndo apresentaram atividade fungicida diante do género
Cryptococcus e Candida, nas condi¢cdes avaliadas, com excecdo da JFOX-8 que apresentou
CFM somente frente a C. parapsilosis, correspondendo a 8x o valor de CIM.

No estudo de atividade antifungica realizado apds a sintese de anélogos de 1,3,4-
oxadiazol 2,5-dissubstituido, contendo porgdo pirazol, frente ao dermato6fito Chrysosporium
keratinophilum, a levedura C. albicans e ao filamentoso A. flavus, utilizando o fluconzaol como
antifangico padréo, dois compostos apresentaram atividade contra ambos 0s patdgenos
fangicos com CIM entre 500, e 1000 pug/mL frente a C. albicans. Essa atividade esta associada
a presenca do substituinte 2-clorofenil ligado a 52 posi¢cdo do anel oxadiazol e a presenca de
substituintes fenil e p-clorofenil no anel pirazol que esta ligado a 22 posicao do anel oxadiazol
(Malladi et al., 2014).

Oxidiazois dissubstituidos inibiram o crescimento de C. albicans, Aspergillus
fumigatus, Penicillium marneffei e Trichophyton mentagrophytes nas concentragcdes que
variaram de 6,25 pg/mL a 12,5 pg/mL, destacando a atividade antifingica dessa classe
(Farshori et al., 2017).

O composto 1,3,4-oxadiazol frente a C. albicans, o 4- [ciclohexil(etil)sulfamoil N[5-
(4-fluorofenil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]Jbenzamida, exibiu perfil fungicida, com potencial
terapéutico observado nas concentracOes entre 8 a 256 pg/mL, com redugdo da UFC > 5 logio,
apresentando efeito melhor do que a droga padrdo utilizada no estudo, o fluconazol (Faria et
al., 2021).

Segundo Kumar et al. (2018), a possibilidade para o sucesso terapéutico de infec¢des
fangicas consiste na interferéncia no crescimento do micro-organismo patogénico, o0 que esta
intrinsicamente relacionado a elucidacdo dessa atividade. Diante disso, considerando que a
JFOX-6, 0 1-(3-p-Tolil-[1,2,4]oxadiazol-5-il)-etanona, apresentou um amplo espectro de acédo
ao inibir o crescimento das cepas submetidas ao estudo, podendo essa atividade estar associada
ao anel aromatico com grupo metil (p-tolil) no oxadiazol, conferindo lipofilicidade, facilitando
sua penetracdo atraves da membrana celular dos fungos, entdo a proxima etapa foi verificar as
alteracdes no crescimento de C. neoformans ATCC-66031, e C. albicans ATCC-10231 ao
longo do tempo.

A possivel interferéncia das substancias na cinética de crescimento de C. neoformans
e C. albicans foi avaliada em diferentes periodos. Os resultados estdo apresentados nas Figuras
15 e 16, expressando o numero de logUFC/mL em relacdo aos intervalos de tempo para as

diferentes concentracGes. Foi observado que o comportamento da CIM e 2xCIM de JFOX-6 foi
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semelhante a 2xCIM do fluconazol, diante de C. neoformans e frente a C. albicans, JFOX-6

agiu semelhante ao fluconazol independentemente do valor das concentragdes testadas.

Figura 15. Cinética de crescimento de C. neoformans ATCC-66031 sob exposi¢cdo de JFOX-

6, anfotericina B e fluconazol.
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ANFB: Anfotericina B; FLU: Fluconazol; CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; UFC: Unidade Formadora de
Colbdnia.
Fonte: Autora, 2025.

Figura 16. Cinética de crescimento de C. albicans ATCC-10231 sob exposicdo de JFOX-6,
anfotericina B e fluconazol.
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Col6nia.
Fonte: Autora, 2025.
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A Figura 15 mostra que JFOX-6 reduziu a populagdo de C. neoformans em fungéo do
tempo, ao comparar com o controle. No entanto, essa reducgéo foi menor que 99,9%, e, na Figura
16, a substancia teste apresentou comportamento semelhante ao fluconazol frente a C. albicans.
Ja a anfotericina B, que tem perfil fungicida, reduziu o crescimento em > 3logio UFC/mL, ao
comparar com o indculo inicial, no tempo de 2 horas contra C. albicans e no tempo de 4 horas
contra C. neoformans.

No estudo de Kong et al. (2020), o fluconazol e a anfotericina B foram submetidos ao
estudo de cinética frente a C. neoformans. As concentracdes de fluconazol (4 pg/mL) e
anfotericina B (1 pg/mL) foram eficazes na inibi¢do do crescimento do micro-organismo. O
fluconazol diminuiu o nimero de células em comparagdo com o controle e a cinética de morte
de anfotericina B foi comprovada com a erradicacdo das células flngicas em 3 horas.

JFOX-6 apresentou acdo fungistatica, interrompendo o metabolismo do fungo sem
mata-lo e sua propriedade antifungica foi independentemente do valor das concentracdes
testadas, ao observar 0 aumento da atividade com o aumento da concentracdo. Resultado
semelhante foi observado com outros derivados oxadiazois, como o oxadiazoliltiazois frente a
Candida, do estudo de Hagras et al. (2020), e dois compostos 1,3,4-oxadiazol do estudo de
Capoci et al. (2019), que apresentaram perfil fungistatico.

Essa atividade pode estar relacionada aos heterociclos que possuem afinidade com
varias enzimas, através do sitio ativo ou estruturas enzimaticas, devido as interacfes
moleculares como forca de Van-der-Waals e forcgas hidrofobicas, além de pontes de hidrogénio
e ligacbes metalicas, que sdo bases no designer de novas moléculas na quimica farmacéutica
(Pearce, 2017).

Uma vez demonstrado o perfil fungistético, a préxima etapa compreendeu a analise
das alteracGes na estrutura de Cryptococcus spp. € Candida spp., verificando se a molécula
JFOX-6 provoca interferéncias na espessura da capsula polissacaridica de C. neoformans e C.

gattii, expressando quantitativamente essa interferéncia, conforme Figura 17.
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Figura 17. Efeito da CIM de JFOX-6 e Anfotericina B e suas concentracgdes superiores (2xCIM
e 4xCIM) sobre a espessura da capsula (um) de C. e C. gattii.
a) C. neoformans ATCC-66031
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Fonte: Autora, 2025.
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Cryptococcus corresponde a uma levedura unicelular em cultura ou tecidos animais,
que dependendo das condigdes ambientais, pode assumir formas filamentosas multicelulares
como hifas verdadeiras ou pseudo-hifas (Wang; Lin, 2015). Sao leveduras ovais a esféricas,
isoladas ou em cadeias, de parede fina, envoltas por uma cépsula polissacaridica (Aldama et
al., 2021).

Os micro-organismos foram cultivados na auséncia e presenca da droga-teste e
anfotericina B nas concentracGes CIM e superiores (2x CIM e 4x CIM). A JFOX-6 e a droga
padrdo anfotericina B reduziram a espessura da capsula de C. gattii ATCC-32269 e C.
neoformans ATCC-66031, em comparagédo ao controle (p < 0,05).

A cépsula é um importante fator de viruléncia, composto por
galactoxilomanana, manoproteinas, B-glucanas e glucuronoxilomanana (GXM), entre outros
constituintes, sendo GXM o composto predominante e que influencia na viruléncia, além de
ajudar a interferir na imunidade do paciente, bem como proteger as células do micro-organismo
aos ataques do sistema imunoldgico (Crawford et al., 2020). Dessa forma, um candidato a
antifngico que seja capaz de diminuir a espessura da capsula é de grande relevancia, visto que
a mesma é um importante fator de viruléncia, contribuindo para o estabelecimento da doenca
no individuo acometido.

A acdo da JFOX-6 foi semelhante ao da anfotericina B, antiflngico ja licenciado e
utilizado na pratica clinica (Andriani et al., 2023). Também foi semelhante ao do estudo
realizado com artesunato, halofantrina e amodiaquina frente a C. gattii e C. neoformans, que
reduziram a capsula polissacaridica, fator de viruléncia essencial para proteger as células de
Cryptococcus da resposta imune (Freitas et al., 2023).

As cepas de C. albicans ATCC-10231 e C. tropicalis ATCC-750 também foram
cultivadas na auséncia e presenca da JFOX-6 e anfotericina B nas concentracdes CIM e
superiores (2x CIM e 4x CIM) (Figura 18), e analisadas quanto a ocorréncia de alteracdes nas

estruturas de viruléncia (Tabela 2 e 3).
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Figura 18. Efeito CIM de JFOX-6 e Anfotericina B e suas concentracdes superiores (CIM,
2XCIM e 4xCIM) sobre a estruturas de viruléncia de Candida spp.

a) C. albicans ATCC-10231
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b) C. tropicalis ATCC-750

i) Controle de Candida spp. (auséncia de substancias); ii) CIM de Anfotericina B; iii) 2x CIM de Anfotericina B;
iv) 4x CIM de Anfotericina B; v) CIM de JFOX-6; vi) 2x CIM de JFOX-6 ¢; vii) 4x CIM de JFOX-6. Objetiva de
400x.

Fonte: Autora, 2025.
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Tabela 2. Anélise qualitativa das alteragdes morfoldgicas de JFOX-6 e anfotericina B sobre a
estruturas de viruléncia de C. albicans ATCC-10231.

Blastoconideo Clamidoconideo Pseudohifas
Controle +++ +++ o+
CIM de JFOX-6 +++ +++ 4+
2x CIM de JFOX-6 +++ ++ ++
4x CIM de JFOX-6 +++ + +
CIM de Anfotericina B + + +
2x CIM de Anfotericina B + + +
4x CIM de Anfotericina B + + +

+++ Muito; ++ Moderado; + Pouco. CIM: Concentracdo Inibitéria Minima
Fonte: Autora, 2025.

Tabela 3. Andlise qualitativa das alteragdes morfoldgicas de JFOX-6 e anfotericina B sobre a
estruturas de viruléncia de C. tropicalis ATCC-750.

Blastoconideo Pseudohifas
Controle +++ +++
CIM de JFOX-6 +++ +++
2x CIM de JFOX-6 ++ ++
4x CIM de JFOX-6 + +
CIM de Anfotericina B + +
2x CIM de Anfotericina B + +
4x CIM de Anfotericina B + +

+++ Muito; ++ Moderado; + Pouco. CIM: Concentracao Inibitéria Minima
Fonte: Autora, 2025.
Morfologicamente, a levedura C. albicans possui 5 a 8 mm de didametro, com células
simples, arredondadas, ovais ou alongadas, identificada pela producéo de clamidoconideo. E
uma levedura dimérfica, com vérias formas microscopicas como blastoconideos, pseudo-hifas
e hifas, estando esse polimorfismo associado a transicdo da forma comensal para a forma
patoldégica, marcada pela transi¢do dos blastoconideos em hifas e a forma de transigédo entre as
pseudo-hifas. Os clamidoconideos sdo 0s esporos assexuados, formados em condigdes
adversas, e sdo 3 vezes maiores que os blastoconideos (Talapko et al., 2021; Silva et al., 2021).
C. tropicalis é a segunda espécie comum do género Candida e possui similaridade
genética com C. albicans, sendo a segunda espéecie mais virulenta e produtora de biofilme do
género. Morfologicamente, tem entre 4 e 11 pum, e possui blastoconideos esféricos ou ovoides
em cadeia simples ou ramificada, pseudo-hifas em cadeias ramificadas e, as vezes, pode podem

ser vistas hifas verdadeiras (Silva et al., 2021).
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O composto JFOX-6 (4xCIM) reduziu as estruturas de reprodugdo em comparagéo
com o controle, os clamidoconideos, e as estruturas de transicdo, diminuindo o tamanho das
pseudo-hifas da C. albicans ATCC-10231, que apresentaram cadeias de blastoconideos e
alguns clamidoconideos terminais. As demais concentracdes (CIM e 2xCIM) ndo apresentaram
modificag0es significativas em comparagdo ao controle (auséncia de substancias).

A substancia JFOX-6 (2xCIM) frente a C. tropicalis ATCC-750 apresentou reducao
de pseudo-hifas e pouca alteracdo dos blastoconideos em cadeias. Ja 4xCIM reduziu
significativamente as pseudo-hifas e o0s blastoconideos, exibindo apenas blastoconideos
isolados ou em pequenos grupos. A concentragdo de CIM de JFOX-6 foi semelhante ao controle
do micro-organismo (auséncia de substancia).

A substancia JFOX-6 (2xCIM) frente a C. tropicalis ATCC-750, apresentou reducao
de pseudo-hifas, e pouca alteracao dos blastoconideos em cadeias. Na concentracdo de 4xCIM,
houve reducdo de forma significativa das pseudo-hifas e dos blastoconideos, apresentado
apenas blastoconideos isolados ou em pequenos grupos. A concentracdo de CIM de JFOX-6 foi
semelhante ao controle do micro-organismo (auséncia de substancia).

Como controle, a anfotericina B inibiu a transicdo morfoldgica, ou seja, reduziu
significativamente a formacdo de pseudo-hifas de C. albicans e C. tropicalis, independente de
concentracdo, e reduziu as estruturas de reproducdo, como os blastoconideos e o0
clamidoconideo de C. albicans e os blastoconideos de C. tropicalis, independente de
concentracdo (CIM, 2xCIM e 4xCIM), nas condicBes avaliadas.

Devido a necessidade de desenvolver novos agentes antiflngicos, conhecer o
direcionamento de fatores de viruléncia do micro-organismo é relevante para investigacdo dos
possiveis agentes terapéuticos, pois orienta a extrair ou projetar farmacos altamente especificos,
minimizando efeitos colaterais nos pacientes (Bu et al., 2022).

Estudo semelhante de um composto obtido por sintese organica foi realizado por Costa
et al. (2023), utilizaram propil (E)-3-(furan-2-il) acrilato frente a C. albicans, demonstrando-se
eficaz na reducéo do desenvolvimento de estruturas de viruléncia (pseudo-hifas, blastoconideos
e clamidoconideos), ponto significativo que minimiza a patogenicidade dessas leveduras e,
consequentemente, a viruléncia.

Além da morfologia celular, também sdo fatores de viruléncia de C. albicans e C.
tropicalis o efluxo de drogas e a formacéo de biofilme. Esses possuem papel essencial no micro-
organismo, na transicdo de comensal para patogénico (Rocha et al., 2021; Silva et al., 2021).
Entdo, o préximo estudo foi analisar a viabilidade de Cryptococcus spp. € Candida spp. em

formar biofilme.
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Inicialmente, C. neoformans ATCC-66031 e C. gattii ATCC-32269 foram avaliadas
no periodo de 4, 24, 48, 72 e 96 horas, e foi considerada produtora de biofilme, quando a média
da D. O. for trés vezes superior ao branco. Porém no periodo de anélise de 4h, ndo foi superior
ao valor de ponto de corte, ndo quantificando o biofilme nesse estagio (Pagano et al., 2004;
Aragjo et al., 2021). A partir de 24h foi considerada produtora de biofilme (D. O. < 0,090),
porém essa producdo foi considerada fraca pois a D.O. foi menor que duas vezes o valor do
branco (0,062) (Stepanovi¢ et al., 2007).

A formacéo do biofilme de C. neoformans e C. gattii inicia com o estagio de adeséao
(entre 2 e 4h), na qual as células estdo metabolicamente ativas, em seguida, o estagio
intermediario (entre 4 e 16h), aumentando significativamente as células aderidas, depois, a
maturacdo (24 a 48h), continuando alta atividade metabdlica e estavel, nesse estagio aumenta
0 material extracelular e formando a complexa microarquitetura do biofilme (Martinez;
Casadevall, 2015). Por fim, ap6s 72h, ocorre a dispersdo do biofilme, cuja finalidade € das
células se desprendem do biofilme e se propagarem colonizando outros locais abioticos, devido
a escassez de nutriente para estabelecer gradientes de nutrientes e trocas energéticas (Scherrer;
Marcon, 2016).

Ap6s confirmar a capacidade das cepas de Cryptococcus spp. formarem biofilme,
esses foram expostos a presenca das substancias JFOX-6 e anfotericina B, em diferentes
concentragdes (2x CIM, CIM e 1/2 CIM), com o intuito de analisar a influéncia nos periodos
de 24, 48, 72 e 96 horas.
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Figura 19. Efeito de JFOX-6 em diferentes concentragdes frente a formacéo de biofilme de C.
neoformans ATCC-66031 e C. gattii ATCC-322609.
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Controle: micro-organismo na auséncia das diferentes concentragdes de JFOX-6; CIM: concentracdo inibitoria
minima; * p < 0,05 em comparagdo com o controle.
Fonte: Autora, 2025.

A JFOX-6 (Figura 19) interferiu na formacdo do biofilme no estagio de maturacao e
dispersdo, de modo que a molécula na concentracao de 2x CIM (1024 pg/mL) inibiu fortemente
(>80%) em todos os periodos, o biofilme de C. neoformans ATCC-66031. JFOX-6 na
concentracdo de CIM (512 pg/mL) inibiu moderado (entre 40 e 80%), em todos os periodos e
1/2 CIM (256 pg/mL) inibiu fracamente (< 40%) nos periodos de 24, 48 e 72 horas, e moderado,
no periodo de 96 horas (dispersao).

Ja frente a C. gattii ATCC-32269, 2x CIM (1024 ug/mL), CIM (512 pg/mL) e 1/2
CIM (256 pg/mL) de JFOX-6 em 24 e 48 horas inibiram de forma moderada o biofilme (entre
40 e 80%), e em 72 horas, 2x CIM (1024 pg/mL) e CIM (512 pg/mL) inibiram fortemente a
formacéo de biofilme (> 80%), enquanto 1/2 CIM, moderado (63%) e essas trés concentragdes
interferiram moderadamente na dispersdo (periodo de 96 horas). Esses resultados podem ser
justificados devido a complexidade do combate a biofilmes criptocococicos, especialmente
devido a composicdo da matriz extracelular e a capacidade adaptativa desses fungos (Martinez;
Casadevall, 2015).

Conforme descrito por Qian et al. (2022), geralmente, os biofilmes maduros
apresentam resisténcia diante da acao do antiflngico, necessitando de uma maior concentracdo

de substancia para erradicé-lo, devido a formacdo de uma matriz complexa, como aconteceu
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em seu estudo utilizando plumbagina, cuja reducéo significativa do biofilme de C. neoformans
H99 ocorreu ao utilizar 8x CIM do respectivo composto e, com a utilizagdo de 16x CIM,
ocasionou no desaparecimento por completo da arquitetura do biofilme.

A anfotericina, utilizada como composto-padrao, também foi submetido ao estudo da
atividade antibiofilme das leveduras. Na Figura 20 esto os efeitos do polieno frente ao biofilme
no estagio de maturacdo de C. neoformans e C. gattii, e na Figura 22, frente & C. albicans e C.

tropicalis.

Figura 20. Efeito de anfotericina B em diferentes concentragdes frente a formacao de biofilme
de C. neoformans ATCC-66031 e C. gattii ATCC-32269.
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Controle: micro-organismo na auséncia das diferentes concentragGes de anfotericina B; CIM: concentracdo
inibitdria minima; * p < 0,05 em comparagéo com o controle.
Fonte: Autora, 2025.

A anfotericina B, quando testada diante de C. neoformans ATCC-66031, independente
de concentracdo, afetou de forma moderada (entre 40 e 80%) a formacao do biofilme no periodo
de 48 horas (maturacédo) e, no periodo de 96 horas (estagio de dispersdo), a interferéncia foi
fraca (< 40%).

Diante de C. gattiit ATCC-32269, Anfotericina B interferiu na formagéo do biofilme,
no estagio de maturacdo, com concentracéo de 2x CIM (1 pg/mL) afetando moderadamente no
periodo de 24 horas e fortemente (> 80%) no periodo de 48 e 72 horas, enquanto CIM (0,5
pg/mL) e 1/2 CIM (0,25 pg/mL) interferiram fracamente no periodo de 24 horas e
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moderadamente no periodo de 48 e 72 horas. No periodo de 96 horas (dispersdo), ocorreu
inibicdo de 100% do biofilme nesse estagio.

No estudo realizado por Zuo et al. (2016), para inibir o biofilme de C. neoformans
ATCC-66031, foi necessario utilizar concentrac6es superiores a CIM, como 64xCIM (6,25uM)
de anfotericina B.

Com relacdo ao género Candida, a andlise de formacédo de biofilme ocorreu com C.
albicans ATCC-10231 e C. tropicalis ATCC-750, avaliando no periodo de 90 minutos, 6, 24,
48, 72 e 96 horas, e foi considerada produtora de biofilme (D. O. < 0,090) a partir de 24 horas,
ndo conseguindo quantificar a formag&o em 90 minutos e 6 horas.

Assim como ocorre com 0 género Cryptococcus, a etapa inicial corresponde a adesdo
celular (0 — 2 horas), formando uma camada basal de células, em seguida, ocorre a etapa de
iniciacdo (2 — 18 horas), correspondendo a fase de proliferacdo celular em toda a superficie e
filamentagdo, formando projecdes alongadas que crescem como hifas filamentosas, depois
ocorre a etapa de maturacao (24 - 72 horas), correspondendo a marca registrada do inicio da
formacdo do biofilme, seguida pelo acimulo de uma matriz polissacaridica extracelular a
medida que o biofilme amadurece e por fim, ocorre a etapa de dispersao (96 horas), em que as
células de levedura ndo aderentes sdo liberadas do biofilme para o ambiente colonizando outras
superficies, sendo de grande significado clinico ja que as células dispersas podem iniciar a
formagdo de novos biofilmes, disseminando-se em tecidos dos pacientes, sendo associados a
doenca invasiva disseminada (Tsui; Kong; Jabra-Rikz, 2016; Ranjith et al., 2018; Mc-Call et
al., 2019; Ardizzoni et al., 2022).

As cepas C. albicans ATCC-10231 e C. tropicalis ATCC-750 foram submetidas a
presenca de JFOX-6 e anfotericina B, em diferentes concentragdes (2x CIM, CIM e 1/2 CIM),
com o intuito de analisar a interferéncia dos compostos nos periodos de 24, 48, 72 e 96 horas
(Figura 21).
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Figura 21. Efeito de JFOX-6 em diferentes concentragdes frente a formacéo de biofilme de C.
albicans e C. tropicalis.
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Fonte: Autora, 2025.

Na Figura 21 observa-se que 1/2 CIM (128 pg/mL) e CIM (256 pg/mL) de JFOX-6
interferiram na formacdo do biofilme no estagio de maturacdo, nos periodos de 24, 48 e 72
horas e de dispersdo, 96 horas, apresentando atividade moderada frente a C. albicans ATCC-
10231, reduzindo entre 40 e 80% o biofilme, enquanto 2x CIM (512 pg/mL) apresentou
interferéncia moderada em 24, 48 e 96 horas (entre 40 e 80%) e inibiu totalmente o biofilme
em 72 horas. Jaa 2x CIM (2048 pug/mL), CIM (1024 pg/mL) e 1/2 CIM (512 pg/mL) de JFOX-
6 diante de C. tropicalis ATCC-750, reduziram fracamente a formacéao nos periodos de 24, 48
e 96 horas (< 40%) e moderado no periodo de 72 horas (entre 40 e 80%).

No entanto, a acdo do composto JFOX-6 sobre a formacao e dispersao de biofilmes de
C. albicans e C. tropicalis varia de acordo com a concentragdo e o tempo de exposi¢do. A
eficacia de antifangicos contra biofilmes depende de fatores como a espécie fungica, o estagio
de desenvolvimento do biofilme e a dosagem aplicada. Contudo, concentracGes sub inibitorias
de antifingicos que interferem na maturacdo do biofilme, comprometendo sua integridade
estrutural e funcionalidade (Barros et al., 2020).

No estudo de Qian et al. (2022), para inibir totalmente o biofilme de C. albicans,
concentragdes superiores a CIM de uma combinacdo de queleritrina (alcaldide

benzofenantridina) com sanguinarina (sesquiterpeno monociclico) foram necesséarias (8x CIM),
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visto que biofilmes maduros sdo mais resistentes a acao de antifingicos, devido a formacgéo de
uma matriz complexa.

Na Figura 21, estdo os efeitos da anfotericina B frente ao biofilme no estagio de
maturacdo de C. albicans ATCC-10231 e C. tropicalis ATCC-750.

Figura 22. Efeito de anfotericina B em diferentes concentragdes frente a formacao de biofilme
de C. albicans ATCC-10231 e C. tropicalis ATCC-750
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Controle: micro-organismo na auséncia das diferentes concentragGes de anfotericina B; CIM: concentracdo
inibitdria minima; * p < 0,05 em comparagéo com o controle.
Fonte: Autora, 2025.

A anfotericina B afetou a formacao do biofilme de C. albicans ATCC-10231 e C.
tropicalis ATCC-750, dependendo da concentracdo, pois a CIM frente a C. albicans inibiu nos
periodos de 24, 48 e 72 horas, respectivamente, fraco (35%), forte (88%) e moderado (41%) e
no periodo de 96 horas, inibiu de forma moderada (68%), ja contra C. tropicalis, 2x CIM (1
pg/mL) reduziu de forma moderada, nos periodos de 24, 48 e 72 horas, a formacéo do biofilme
(entre 40 e 80%) e no periodo de dispersdo, a 2x CIM (1 pug/mL) reduziu de forma fraca, nas
condigdes submetidas.

Colaborando com nossos resultados, semelhante foi observado no estudo realizado por
Zuo et al. (2016), na qual foi necessario utilizar 16x CIM (12,5 uM) de anfotericina B para
inibir o biofilme de C. albicans SC5314.

Novas moléculas com potencial antimicrobiano tém mostrado atividade contra micro-

organismos na forma plancténica em ambientes laboratoriais. No entanto, na pratica clinica, a
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forma predominante é a séssil, na qual os micro-organismos formam biofilmes, seja infectando
0 hospedeiro ou vivendo no ambiente. Nesse contexto, o estudo da atividade de inibigdo de
biofilme de um composto se torna essencial, pois o biofilme esta fortemente associado a
infeccdes persistentes (Martinez; Casadevall, 2015).

Diante disso, os resultados obtidos demonstram que JFOX-6 é um candidato promissor
por possuir uma acgdo inibitéria contra células plancténicas de C. albicans, C. tropicalis, C.
neoformans e C. gattii, como também pode servir para interferir nos biofilmes maduros desses
patdgenos, sendo um candidato a farmaco ou a um produto de acédo desinfectante de superficies
abidticas.

Entdo, o proximo estudo consistiu em analisar a interferéncia da substancia na
biossintese do ergosterol por C. albicans ATCC-66031, um lipidio que constitui a membrana
celular em fungos, modula a fluidez, permeabilidade, integridade e espessura da membrana do
micro-organismo (Gao et al., 2018). Foi construida a curva de calibracdo linear e o R? foi de
0,9995 com ergosterol padrdo (Sigma-Aldrich®). Na Figura 23 estido apresentados o0s
cromatogramas, nos quais é possivel observar a area do pico, a altura e o tempo de retencéo do

ergosterol (8,9 minutos).
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Figura 23. Cromatograma de Ergosterol da Sigma-aldrich (padréo) e do micro-organismo na
auséncia e presenca de JFOX-6.
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Comatograma A - padréo do ergosterol (Sigma-aldrich); Cromatograma B — Micro-organismo na auséncia de
JFOX-6; Cromatograma C — Micro-organismo exposto a 1/2 CIM de JFOX-6; Cromatograma D - Micro-
organismo exposto a 1/4 CIM de JFOX-6 e Cromatograma E - Micro-organismo exposto a 1/16 CIM.

Fonte: Autora, 2025.

Nas condigOes avaliadas, a concentracdo de ergosterol diminuiu ao aumentar a
concentracdo de JFOX-6, quando comparado com o controle (micro-organismo na auséncia da

droga), indicando uma possivel interacdo sobre a biossintese deste esterol (Figura 24).
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Figura 24. Quantitativo de ergosterol de C. albicans ATCC-66031 apds tratamento com
concentragdes subinibitdrias de JFOX-6.
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Fonte: Autora, 2025.

O conteudo de ergosterol diminuiu apds o tratamento com concentracdes
subinibitorias de JFOX-6, quando submetidas a 1/2 CIM e 1/4 CIM, e foi reduzido em,
respectivamente, 39,6% e 29,8%, em relacdo ao micro-organismo sem substancia teste (Tabela
4).

Tabela 4. Interferéncia de JFOX-6 e suas concentracdes subinibitdrias sobre o ergosterol, em
comparagdo com o controle.

Controle 1/16 CIM 1/4 CIM 1/2 CIM
Conteudo de ergosterol 190,88 189,25 133,91 115,23
(ug erg/ g peso umido)
0,
% de ergosterol 100% -0.86% 220 85% -39.63%
Redugdo ou aumento

CIM: Concentracéo inibitoria minima; - Redugéo; + Aumento.
Fonte: Autora, 2025.

JFOX-6 interferiu na biossintese de ergosterol. O mesmo ocorreu no estudo de Rather
et al., (2022), no qual observou-se uma diminuicdo dependente da concentracdo na biossintese
de ergosterol ao tratar C. albicans com compostos derivados triazolicos, com reducdo variando
entre 33 e 64% com 1/2 CIM e, 91 a 96%, com CIM, indicando que esses compostos podem

inibir a sintese de ergosterol e impedir o crescimento fungico.
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Resultado semelhante também foi encontrado no estudo desenvolvido por Behbehani
et al. (2023), em que a 1/4 CIM e a 1/2 CIM de capsaicina reduziram 42,4% e 88,7%,
respectivamente, o ergosterol em C. albicans e 64 pg/mL de cetoconazol reduziu 99,1%,
indicando que o efeito antifingico capsaicina é dependente de suas concentracdes e 0 modo
primario de acdo pode estar ocorrendo pela inibigdo da biossintese de ergosterol.

Um isolado de Magnolia officinalis, o polifenol honoquiol, também diminuiu
significativamente o contetido de ergosterol nas células tratadas em comparacdo com o grupo
controle, interferindo na biossintese do ergosterol de C. albicans (Sun; Liao, 2020).

No estudo de Costa et al. (2023), as concentracdes de CIM e 2x CIM de fluconazol
reduziram, respectivamente, 79% e 69% do ergosterol em C. albicans, e a concentracdo de 2x
CIM do composto (E)-3-(furan-2-il) acrilato de propila reduziu 75% do ergosterol, exercendo
seu efeito antiflngico, interferindo na biossintese de ergosterol em C. albicans e prejudicando
a integridade da membrana. Esse efeito do fluconazol esté relacionado ao seu mecanismo de
acdo, que envolve a inibicdo da enzima responsavel pela 14a-lanosterol-desmetilase,
acarretando o acimulo de intermediarios anteriores da via (Mutasa; Mangoyi; Mukanganyam,
2015).

A proxima etapa do trabalho foi avaliar se a molécula estudada poderia alterar o
qguorum sensing, que constitui um importante mecanismo de comunicacdo entre micro-
organismos, sendo também um sistema de resposta que depende da densidade celular. Ocorre
guando as células liberam e detectam continuamente pequenas moléculas sinalizadoras e nédo
participam diretamente do metabolismo central, porém desempenham papéis importantes em
diversas funcdes bioldgicas (Kovacs; Majoros, 2020). Por isso, a proxima etapa consistiu em
monitorar a biossintese e liberacdo de farnesol, o &lcool de cadeia curta, autoindutor em C.
albicans, visto que esse micro-organismo libera como um produto secundario da via sintética
do ergosterol, através da desfosforilacdo do pirofosfato de farnesol.

Assim como o estudo anterior, o farnesol foi detectado por CLAE. Foi construida a
curva de calibragdo com o farnesol padrio (Sigma-Aldrich®) e o R2 foi de 0,9999. Na Figura
25 estdo os cromatogramas indicando a area do pico, a altura e o tempo de retencdo do farnesol
(16,9 minutos). A JFOX-6 1/16 CIM estimulou a biossintese de farnesol por C. albicans ATCC-
60193, e ao comparar com o controle (micro-organismo na auséncia da droga), foi possivel

observar que submeter a levedura a um estresse estimula esse autoindutor.
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Figura 25. Cromatograma da analise de farnesol padrdo (Sigma-aldrich) e do micro-organismo
na auséncia e presenca de JFOX-6.

mAU Max Intensity : 30,471
T | I
s f } ‘ | =
J |

Farnesol

0o 10 20 30 40 50 50 70 ) 90 10.0 110 120 130 140 120 16.0 170 12.0 min
mAU Max Intens
1,00 107m#nm (1.00 | T "

/ "\ B

\ ha ™,
e
|,NV.M *1 ! TS

Wy A

00 10 20 30 40 50 80 70 ) 90 100 110 12.0 120 140 150 160 170 12.0 1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 1.0 20 30 40 50 6.0 7.0 8.0 .0 10.0 1.0 120 130 140 15.0 16.0 17.0 18.0 19

Max Intensi

mAU
12.5-Z10nm,4nmi (1.00) I I\I |

2
757 K} \
5.0+
254 { A= ZAN !

0.4 o7 i =

NG - 2 \ PAAS 7N
S . /
'( N \_ 7/ N /N \

o] — ! e —

T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 1.0 20 3.0 40 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 120 13.0 140 15.0 16.0 17.0 180 19

Comatograma A - padréo do farnesol (Sigma-aldrich); Cromatograma B — Micro-organismo na auséncia de JFOX-
6; Cromatograma C — Micro-organismo exposto a 1/2 CIM de JFOX-6; Cromatograma D - Micro-organismo
exposto a 1/4 CIM de JFOX-6 e Cromatograma E - Micro-organismo exposto a 1/16 CIM.

Fonte: Autora, 2025.

Na auséncia da substancia-teste, 0 micro-organismo apresentou uma concentragdo

pequena de farnesol e a producéo foi induzida na presenca de concentra¢Ges subinibitorias de
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JFOX-6 (Figura 26), apresentando diferenca significativa de producdo de farnesol entre o
controle e as condicdes avaliadas.

Figura 26. Producdo de farnesol por C. albicans ATCC-66031 na auséncia e presenca (1/2
CIM, 1/4 CIM e 1/16 CIM) de JFOX-6.

14

12

=
[o} [ee) o

ug farnesol/g peso imido

IN

T

MO JFOX-6 CIM/16 JFOX-6 CIM/4 JFOX-6 CIM/2

MO - Micro-organismo na auséncia de JFOX-6; CIM — Concentracdo InibitériaMinima; * p < 0,05 em
comparagao com 0 micro-organismo na auséncia de JFOX-6.
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Ao comparar o comportamento de C. albicans submetida ao tratamento com JFOX-6
em concentracdes subinibitérias, notou-se que a producdo de farnesol foi estimulada ao
diminuir a concentracdo. O mesmo ocorreu no estudo de Hornby; Nickerson (2004), ao
submeter 0 micro-organismo ao tratamento com CIM de fluconazol (1 puM), o farnesol
excretado aumentou aproximadamente 13 vezes. O tratamento com 1 uM de cetoconazol, 1 uM
de clotrimazol e 0,5 pM de miconazol estimulou a producao de farnesol de 45, 45 e 44 vezes,
respectivamente, em comparagdo com a cepa sem tratamento antifungico. Tal efeito ocorre por
esses antifingicos inibirem uma etapa na biossintese do esterol, impedindo o fluxo de carbono
para o ergosterol, aumentando assim a producao de farnesol.

Isso pode ser explicado porque o farnesol é uma molécula de autoindutora que

normalmente é secretada em resposta as condicdes de alta densidade celular ou situagdes
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especificas. O farnesol € encontrado no interior de biofilmes, durante o crescimento em
temperatura de 23 a 43 °C, e em quantidades aproximadamente proporcionais ao niumero de
células (Rodrigues; Cernakova, 2020).

Essa molécula bloqueia a transicdo da levedura para filamentos, quando acumulada
acima de um nivel limite, influencia na formacdo de biofilme, protege contra o estresse
oxidativo e estimula a formacédo de clamiddsporos. A sua sinalizacéo é relevante durante uma
infeccdo disseminada e niveis muito baixos podem induzir a morte celular (Langford et al.,
2013; Lee et al., 2021).

O farnesol é sintetizado pelo farnesil pirofosfato (FPP) (Figura 27), catalisado pela
atividade de multiplas fosfatases nao especificas atuando em FPP, e o fluxo de carbono, pela
via do isopreno, € regulado principalmente na enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA redutase.
Notadamente, os antifungicos ocasionaram a diminuicdo do ergosterol e elevaram a expressdo
de dipeptidilpeptidase-3, aumentando o farnesol medido extracelularmente e inibindo a adenil
ciclase, o que levou a reducdo da adenosina monofosfato ciclico, diminuindo a filamentacao e,

consequentemente, a viruléncia (Nickerson et al., 2024).

Figura 27. Principais percussores da via do mevalonato envolvidos na sintese de farnesol.

N
Acetil-CoA

| HMG-CoA

Hidroximetilglutaril CoA

X

Mevalonato

b

Pirofosfato de
isopentenila

x

Pirofosfato de

eranila
Et(F;J.mesild.ii‘nsf}itn sintase

Pirofosfato de
farnesil

Farnesol Lanosterol
Ergosterol

S’

Fonte: Autora, 2025.



67

A diferenca na regulacdo da sintese de farnesol e ergosterol, embora ambos
compartilhem o FPP como precursor na via do mevalonato, esta relacionada ao papel do
farnesol como molécula de sinalizacdo e a regulacdo do fluxo metabolico, de modo que o
acumulo de farnesol redireciona 0 metabolismo para sua prépria formacgdo, diminuindo a
disponibilidade de FPP para a biossintese de ergosterol (Nickerson et al., 2024).

O micro-organismo apresenta respostas celulares diferentes a medida que as
concentracdes de farnesol exdgeno foram aumentadas, incluindo a modificacdo de coloragédo
das colbnias, a formacéo de hifas e a producéo de biofilme, influenciando sua capacidade de
causar infecgdes. C. albicans ndo possui apenas um gene para a resposta ao farnesol, mas uma
rede de proteinas. Com isso, modula o potencial do micro-organismo em desenvolver
candidiase local ou sistémica, além de inibir o crescimento dos fungos e interferir na formacéo
de biofilmes e na resisténcia a multiplas drogas (Sachivkina; Podoprigora; Bokov, 2021;
Nickerson et al., 2024).

Diante disso, a préxima etapa foi o estudo de bomba de efluxo, visto que a
superexpressdo dessa bomba pode ser um dos mecanismos de resisténcia de micro-organismos.
As bombas de efluxo podem ser divididas em cinco familias distintas: ABC (“ATP binding
cassete”), MFS (“major facilitator superfamily’), SMR (“small muldrug resistence”), RND
(“resistence-nodulation-division”), MATE (“multidrug and toxic compound extrusion”)
(Webber et al., 2003; Delmar et al., 2014). As leveduras C. neoformans e C. albicans possuem
transportadores de multidrogas pertencentes a familia ABC, o grupo principal dessa familia é
composto por proteinas de efluxo de drogas dependentes de forca motriz de prétons (Pasrija;
Banerjee; Prasad, 2007; Chang et al., 2018). Entéo, esses micro-organismos foram submetidos
ao tratamento com JFOX-6 e um desacoplador do gradiente eletroquimico de prétons da sintese
de ATP, o CCCP, com a finalidade de verificar se ha resultado positivo para bombas de efluxo.

O resultado dessa interacdo esta na Tabela 5 e a interpretacdo dos resultados envolve
a modificagédo da atividade da droga testada: se ndo modificar a CIM da JFOX-6 diante dos
micro-organismos, pode indicar transporte potencialmente normal, entdo o mecanismo de
resisténcia ocorre por uma via que pode induzir o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos
em leveduras. Caso diminua a CIM da JFOX-6, entdo a resisténcia est correlacionada a esse

mecanismo (Guinea et al., 2006).
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Tabela 5. Comportamento da bomba de efluxo do micro-organismo na auséncia e presenca de
um desacoplador da forca préton-motora.

C. albicans ATCC-10231 C. neoformans ATCC-66031
CCCP
PRESENTE CCCP AUSENTE | CCCP PRESENTE CCCP AUSENTE

« o «©Q N 0 N

L) Law] Law] Law]
4x CIM ) } ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
2x CIM i} } - - - - } i} i} } i} i}
CIM - B B B B B B B B B B B
1/2 CIM - } } + + + } ) ) +
1/4 CIM + + + + + + - - - + +
Cont + cccp + + + + + +
Cont + + + + + + +
Cont - - } j j j j - } } } j j

Cont +: Viabilidade de crescimento do micro-organismo na auséncia de CCCP e demais drogas-teste; Cont +
CCCP: Viabilidade de crescimento do micro-organismo em contato com a concentragdo de 0,5 ou 0,25 Jlg/mL
de CCCP; Cont -: Esterilidade do meio de cultura; CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; CCCP: Carbonil
cianeto-3-clorofenil-hidrazona; ANFB: Anfotericina B; FLU: Fluconazol; +: Houve crescimento de micro-
organismo; -: Nao houve crescimento de micro-organismo.

Fonte: Autora, 2025.

A Tabela 5 apresenta os resultados da interacdo de JFOX-6, anfotericina B e fluconazol
contra C. albicans e C. neoformans, na presenca e auséncia de um desacoplador da bomba de
prétons (CCCP). A adicdo de CCCP aumentou a susceptibilidade de ambos os fungos a todas
as substancias testadas, como visto nas concentracdes subinibitorias, podendo indicar que as
bombas de efluxo estdo envolvidas na resisténcia aos antifingicos.

As espécies de C. neoformans e C. gattii possuem trés transportadores ABC: Afrl,
Afr2 e MDR1. O papel do Afrl vem sendo associado a uma bomba primaria de efluxo de azdis
em ambos 0s complexos dessas espécies e a superexpressdo de Afrl influenciou o aumento de
CIM do fluconazol em C. neoformans, enquanto a dele¢éo do gene reduziu significativamente
a CIM do fluconazol in vitro em ambas as espécies (Chang et al., 2018).

Em estudo realizado por Oliveira et al. (2022), investigou o transcriptoma de células
jovens e maduras de C. neoformans e observaram uma expressao significativamente maior do
gene CNAG_06909 nas células maduras, indicando que ele codifica um transportador do tipo
ABC. Esse gene, renomeado como Afr3 devido as semelhangas com os transportadores Afrl e
Afr2, esta envolvido no efluxo de farmacos, influenciando a susceptibilidade ao tratamento e a
viruléncia das células de C. neoformans.
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C. albicans ATCC-10231 € resistente a multiplas drogas (MDR), como
anidulafungina, voriconazol, itraconazol e fluconazol (Souza et al., 2023). O estudo identificou
que a resisténcia desse micro-organismo pode envolver o uso de bombas de efluxo. Os
transportadores Cdrlp e Cdr2p séo proteinas multidrogas de Candida que possuem dois
dominios transmembranares hidrofobicos e dois dominios de ligacdo a nucleotideos no
citoplasma, em que, cada dominio transmembranar € composto por seis segmentos que
asseguram especificidade de substrato, incluindo compostos estruturalmente néo relacionados,
tais como azéis, lipidios e esterdides (Pasrija; Banerjee; Prasad, 2007).

No estudo de Basso-Jr et al. (2010), observou-se que o transporte de fluconazol
mediado por transportadores da familia MFS, como o Mdr1p, depende do gradiente de prétons
transmembrana. Isso sugere que o Mdrlp em Candida utiliza esse gradiente para expelir o
fluconazol da célula. A adicdo de CCCP, que desacopla o gradiente de prétons, bloqueia a
fungdo do Mdrlp, resultando em uma redugdo na resisténcia de Candida ao fluconazol,
demonstrando que influenciou no transporte de fluconazol.

O mecanismo de superexpressao de carreadores associados a membrana que atuam
como bombas de efluxo de drogas € um dos mecanismos descritos referentes a resisténcia de
C. albicans aos farmacos. A diminuicdo da permeabilidade da membrana as drogas, aliada a
capacidade das bombas de efluxo em expulsar os farmacos, pode explicar a resisténcia
observada nessa espécie (Yousfi et al., 2019).

O transporte de fluconazol em C. albicans para fora da célula antifungico mediado
pelo transportador Mdrl, foi inibido pelo CCCP, sugerindo que o mecanismo de resisténcia
utiliza a forca proéton-motriz para o transporte de substratos (Basso et al., 2010).

Os fungos desenvolvem resisténcia aos azois por meio de mecanismos como mutacdes
nos genes que codificam as enzimas-alvo (esterol 14-a-desmetilase) e pela superexpresséo do
gene ERG1, além de fatores como a superexpressao de genes codificadores do transporte de
membrana e a ativacdo de bombas de efluxo, que impedem o acumulo antifungicos dentro da
célula. Os principais sistemas de efluxo estdo relacionados a resisténcia aos azdis: 0s
transportadores ABC, presente na membrana plasmatica, e 0s MDR1, presente ha membrana
interna e externa da célula, permitindo a rapida expulsdo dos antifingicos de dentro da célula,
impedindo que permanegam concentragdes prejudiciais intracelular, garantindo a sobrevivéncia
do micro-organismo (Esfahani et al., 2024).

Compreender o mecanismo de resisténcia em leveduras é fundamental para o
desenvolvimento de inibidores especificos das bombas de efluxo, além de possibilitar a

combinacdo de antifungicos com esses inibidores ou a inclusdo de farmacos capazes de
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contornar esse mecanismo, contribuindo para a eficacia terapéutica e a seguranca do paciente.
Diante disso, o proximo estudo foi a associacdo de substancias relacionando a JFOX-6, com
perfil fungistatico aparente, com a anfotericina B, um composto fungicida, padrdo-ouro na
pratica clinica, mas nefrotoxico, com a finalidade de verificar a interacdo dos dois compostos
pela técnica de Checkerboard.

Na Tabela 6, estdo os valores da Concentracdo Inibitéria Fracionada (CIF) e dos
respectivos indices de CIF (IciF) frente as cepas de Cryptococcus e Candida, determinados pelo
estudo de associacdo da JFOX-6 com a anfotericina B. Os estudos de associacdo objetivam
reduzir a dose dos antifingicos e consequentemente, seus efeitos toxicos, como a

nefrotoxicidade da anfotericina B.

Tabela 6. Efeitos da associacdo entre JFOX-6 e a anfotericina B contra Cryptococcus spp. e
Candida spp.

COMBINACAO (A) C. neoformans C. gattii C. albicans C. tropicalis
COM (B) ATCC-66031 ATCC-32269 ATCC-10231 ATCC-750
CIFa 2,21 2,21 2,9844 2,3875
ClFs 1,31 1,31 0,4219 2,1875
lciF 3,52 3,52 3,4063 4,575
INTERACAO Indiferente Indiferente Indiferente Antagbnico

(A): JFOX-6; (B): Anfotericina B; CIF: Concentrago Inibitoria Fracionada; Icir: Indice de Concentrago Inibitoria
Fracionada
Fonte: Autora, 2025.

A interacdo de JFOX-6 com a Anfotericina B foi indiferente frente a C. neoformans,
C. gattii e C. albicans e antagonica frente a C. tropicalis. A associacdo de substancias vem
sendo rotineiro na préatica clinica, cuja finalidade é potencializar o efeito, sinergismo, minimizar
a toxicidade, diminuir a concentracao e desenvolvimento leveduras resistentes (Hagras et al.,
2021). Porém, esse efeito indiferente significa que a interacdo entre as duas moléculas nédo
resulta em efeitos positivos ou negativos, ja o efeito antagdnico ocorre por diminuir o efeito
individual da outra molécula (Chavarria; Esparza; Pozos, 2019).

No entanto, as interacdes podem variar dependendo da espécie fungica, e a interacéo
indiferente pode ser considerada vantajosa, pois ndo resulta em prejuizos na atividade do
antifangico (Andrade-Junior et al., 2024), enquanto a interacdo antagénica com C. tropicalis
requer aumento de concentragao dos antifungicos.

Ao associar o composto sintético 1,3,4-oxadiazol-4-[ciclohexil(etil)sulfamoil IN[5-(4-
fluorofenil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]benzamida com a anfotericina B frente as cepas de C.

albicans, apresentaram interacdo sinérgica frente a todas as cepas, ja ao associar 0 mesmo
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composto com o fluconazol e itraconazol, foi observado que ndo apresentaram efeito sinérgico
frente as cepas de C. albicans submetidas ao estudo (Faria et al., 2021).

Em outro estudo, as interacdes entre o composto Cis-N-{5-[2-(( 1,1’-Bifenil)-4-il)-4-
metiltiazol-5-il]-1,3,4-oxadiazol-2-il}ciclo-hexano-1,2-diamina e fluconazol, 5-fluorocitosina
ou caspofungina apresentaram efeitos aditivos (Iric entre 1,0 e 1,25) frente a C. auris, sendo
essa associacdo desejavel pelo objetivo de diminuir o desenvolvimento de resisténcia e a
toxicidade dos antifungicos administrados em terapias prolongadas, como o caso de infeccGes
fangicas invasivas (Hagras et al., 2021).

Por fim, estudos in vivo sdo essenciais para avaliar a atividade antifangica do JFOX-
6, incluindo a reducéo de carga infectante desses fungos e diminuicdo de danos causados pela
infeccdo. Além disso, é essencial esclarecer o mecanismo de acdo da substancia-teste, para
viabilizar o seu uso futuro no tratamento de infecces como a criptococose e candidiase,
considerando que o uso prolongado dos atuais antifungicos empregados na préatica clinica
apresenta efeitos lesivos significativos, como a nefrotoxicidade.
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6. CONCLUSOES

Nas condicOes experimentais desenvolvidas nesse estudo, a molécula JFOX-6 parece

ser um antifingico promissor, que/cuja(s):

v
v
v

Apresentou acdo fungistatica e fungicida nas condicdes avaliadas;

Na cinética de crescimento, apresentou atividade semelhante ao fluconazol;

Interferiu nas estruturas de viruléncia, diminuindo a espessura da capsula do género
Cryptococcus, e inibiu os fatores de viruléncia e de reproducdo do género Candida;
Interferiu fortemente (2x CIM) na formac&o de biofilme nos estagios de maturacéo e
disperséo de C. neoformans, e interferiu moderadamente no de C. gattii;

N&o permitiu formar biofilme de C. albicans no periodo de 72h, que é o estagio de
maturacao, enquanto diante de C. tropicalis, a interferéncia foi fraca.

Interferiu na biossintese de ergosterol em C. albicans;

ConcentracBes subinibitérias estimularam a producdo de farnesol, uma molécula
quorum sensing em C. albicans;

A resisténcia aos antifingicos por essas leveduras podem estar associadas com a
bomba de efluxo em C. neoformans e C. albicans;

Apresentou atividade indiferente frente a C. neoformans, C. gattii, C. albicans ao
associar com anfotericina B.

No entanto, o investimento em moléculas sintéticas é propicio para o desenvolvimento

de alternativas antifangicas, podendo reduzir a CIM por meio da otimizacdo da sintese e da

encapsulacdo da molécula para melhores resultados. A continuidade dos estudos é necessaria

para explorar seus efeitos in vitro e in vivo, visando seu potencial como alternativa no

tratamento de infec¢cdes causadas por leveduras e, futuramente, como candidato a antifingico.
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