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RESUMO

A acne é uma doenca autolimitada de componente multifatorial, caracterizada pela
presenca de inflamagdo e colonizagdo bacteriana pelo microrganismo
Propionibacterium acnes. Atualmente, o tratamento topico e/ou oral, inclui farmacos
com propriedades anti-inflamatdrias, antimicrobianas e queratoliticas. Apesar dos
efeitos benéficos no tratamento da acne, a terapia atual apresenta limitagées que
justificam a busca de novos farmacos. Furoxanos e benzofuroxanos sdo compostos
heterociclicos contendo a fungdo N-6xido e que apresentam uma grande diversidade
de propriedades farmacoldgicas, incluindo antimicrobiana. Neste trabalho investigou-
se o efeito antimicrobiano de compostos furoxanos e benzofuroxanos pertencentes a
biblioteca de moléculas do laboratério de Quimica Farmacéutica e Medicinal da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Para fins de caracterizacdo do espectro de
acao, além do P. acnes foi realizado screening do perfil de atividade antimicrobiana
frente as cepas fungicas, bactérias Gram positivas e Gram negativas usando as
técnicas de microdiluicdo. Os furoxanos e benzofuroxanos foram testados em
concentragdes que variaram de 0.03 a 100 pyg/mL. Foram usados controles como a
cefazolina (0.39 pg/mL) para P. acnes, o imipenen (<0.39 ug/mL) para as bactérias
Gram positivas, aztreonan (<0.39 pyg/mL) para as Gram-negativas, anfotericinaB
(0.25 pg/mL) e o fluconazol (65 pg/mL) para as espécies de Candida e
Cryptococcus, respectivamente. Apds incubagao, foram realizadas leituras visuais
sem e com revelador resazurina (0.01%) para determinagdo da Concentragéo
Inibitoria Minima (CIM). Dos 20 compostos avaliados, 14 foram capazes de inibir o
crescimento de, pelo menos, um microrganismo. O composto (E)-4-(3-((2-(3-
hidroxibenzoil) hidrazona) metil) fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1, 2,5-oxadiazol-2-6xido
(composto 15) se mostrou o mais ativo contra P. acnes apresentando CIM de 0.19
pg/mL. Estudos in vitro demonstraram para este composto capacidade de liberagao
de oxido nitrico, sendo este aumento de estresse oxidativo um dos possiveis
mecanismos de acdo. Esta molécula também foi capaz de inibir a producdo do NO
em macrofagos na concentragdo de 0.78 ug/mL. A avaliagdo in vitro da
citotoxicidade em macrofagos e atividade anti-inflamatéria por determinacéo
quantitativa de IL1-B e a TNF-a foram realizadas. Determinou-se para o composto
mais ativo contra P. acnes que a viabilidade em macrdéfagos é de 100% em
concentragdes inferiores a 0.09 pg/mL; entretanto, ndo foi possivel observar
capacidade de inibicdo destas citocinas nas concentragdes usadas. Ensaio in vivo
para o composto 15 ndo permitiram identificar reducdo da inflamacdo em modelo
animal induzido por P. acnhes. Em resumo, esses resultados permitem concluir que o
composto (E)-4-(3-((2-(3-hidroxibenzoil) hidrazona) metil) fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,
2,5-oxadiazol-2-6xido  apresenta potente atividade antimicrobiana contra
Propionibacterium acnes e pode se tornar uma alternativa terapéutica ao tratamento
dessa doenca.

Palavras-chave: Propionibacterium acnes. Atividade antimicrobiana. Concentracao
Inibitéria Minima.Furoxanos.Benzofuroxanos. Acne vulgar.



ABSTRACT

Acne is a self-limiting disease of multifactorial component characterized by the
presence of inflammation and bacterial colonization by Propionibacterium acnes.
Currently, topical and oral treatments include drugs presenting anti-inflammatory,
antimicrobial, exfoliating and keratolytics properties. The current treatment has
shown adverse effects that justify the search for new anti-acne drugs.Furoxan and
benzofuroxan are heterocyclic compounds containing the N-oxide  function that
exhibit a wide range of pharmacological properties, including antimicrobial. Here, we
investigated the antimicrobial effect of furoxans and benzofuroxans derivatives from
a library of compounds belonging to the Medicinal Chemistry Laboratory on the
School of Pharmaceutical Sciences - UNESP. In order to characterize the spectrum
of action not only P. acnes, but also fungal, Gram positive and Gram negative strains
of bacteria were used. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determinate by
microdilution technique. Benzofuroxan and furoxans were tested at concentrations
ranging from 0.03 to 100 pg/mL. It was used as controls:cefazolin (0.39 pg/mL) for P.
acnes; imipenem (<0.39 ug/mL) for Gram positive bacteria; aztreonan (<0.39 ug/mL)
to Gram-negative; amphotericin B (0.25 pg/ml) and fluconazole (>65 pg/mL) for
species of Candida and Cryptococcus, respectively. After incubation, visual readings
were performed with and without revealing reassuring (0.01%) to determine the MIC
value. Over 20 compounds evaluated, 14 were able to inhibit the growth of at least
one microorganism.The compound (E) -4- (3 - ((2- (3-hydroxybenzoyl) hydrazone)
methyl) phenoxy) -3- (phenylsulfonyl) -1,2,5-oxadiazole-2-oxidewas the most active
molecule against Propionobacterium acnes, presenting MIC value of 0.19 pg/mL. In
vitro studies showed that this compound was able to release nitric oxide, which
should be one of the modes of action for this compound. There was also inhibition of
NO production in macrophage at the concentration of 0.78 ug/mL.The cellular
viability against macrophage cells and the anti-inflammatory effect characterized by
the inhibition of IL1-B e a TNF-a were performed. It was characterized in murine
macrophages that the limit of 100% of viability is found at concentrations inferior to
0.09 ug/mL; however, it was not observed inhibition ability of these cytokines in the
concentration used. The in vivo assay did not show anti-inflammatory activity of the
tested compound. As conclusion, we identified the compound (E) -4- (3 - ((2- (3-
hydroxybenzoyl) hydrazone) methyl) phenoxy) -3- (phenylsulfonyl) -1,2,5-oxadiazole-
2-oxideas a new drug antimicrobial active against Propionobacterium acnes. This
compound could be used as a new alternative to treat acne.

Keywords: Propionibacterium acnes, antibacterial activity, Minimum Inhibitory
Concentration, furoxan, benzofuroxan and acne vulgaris.
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1. INTRODUGAO

1.1. Pele e anexos

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo humano e desempenha um
papel complexo de protecao e defesa ao organismo. Esta estrutura reveste o
corpo externamente e tem por fungao isolar componentes organicos do meio
exterior e impedir a acdo de certos agentes externos. E responsavel ainda
por manter a homeostasia corporal, realizar a termoregulagcéo e proteger o
sistema imunolégico, assim como evitar a perda de agua e eletrdlitos
(EDMONDS-WILSON et al., 2015; THYSSEN et al., 2014) .

Estruturalmente, é formada por uma camada superior designada
epiderme, seguida de uma camada intermediaria denominada derme e uma
camada profunda denominada hipoderme (KAO et al., 2015). A camada
superior ou externa, a epiderme, estd em contato direto com o meio
ambiente. Mais de 90% das células da epiderme sao queratindcitos,
responsaveis pela sintese da queratina. Estes formam quatro ou cinco
camadas diferentes de epiderme, isto €, a camada cornea, lucida, granulosa,
espinhosa e a camada basal. A espessura do estrato cérneo varia de 0.03
mm a 0.1 mm na maior parte das regides do corpo, sendo que a parte mais
espessa se encontra na palma das maos, e na planta dos pés, ja que a pele
requer protecdo adicional, uma vez que sao mais frequentemente envolvidos
em atividades diarias em comparagao com outras partes do corpo (LIU et al.,
2013).

A segunda grande camada da pele € a derme, que é de 5 a 7 vezes mais
espessa do que a epiderme. A derme contém uma alta densidade de
colageno, elastina e matriz extrafibrilar, que fornece suporte e da a pele a sua
elasticidade e propriedades de extensibilidade. Abaixo da derme se encontra
uma camada de tecido subcutaneo também chamado de hipoderme. E
composto por fibras e tecidos adiposos desempenhando papel importante no
isolamento térmico e mecanico de protegado contra danos externos (LIU et al.,
2013).

Em continuidade com a derme estdo as glandulas sebaceas que sao

estruturas unilobulares ou multilobulares frequentemente associadas ao
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foliculo piloso e sdo compostas por alvéolos interligados a um canal excretor
normalmente composto de epitélio estratificado escamoso. A glandula
sebacea unida ao foliculo piloso recebe a designagdo de unidade
pilossebacea (CORAL; OLIVEIRA, 2012).

1.1.2. Microbiota da pele

Na sua grande extensdo a pele é colonizada por diversos tipos de
microrganismos, a maioria dos quais s&o inofensivos ou até mesmo
benéficos para o hospedeiro. Assim, a pele constitui a primeira camada de
defesa contra microrganismos infecciosos e agentes téxicos (EDMONDS-
WILSON et al., 2015 ;THYSSEN et al., 2014) .

Devido a localizacdo e extensa superficie, a pele possui um
ecossistema com uma abundancia de dobras e invaginagdes constantemente
exposta a varios tipos de microrganismos do ambiente. Deste modo, a pele
normal do ser humano € colonizada por diversos microrganismos (bactérias,
virus e fungos) sendo que, a concentracdo bactéria na difere da area do
corpo, da espessura da pele, de dobras e da densidade dos foliculos pilosos
(EDMONDS-WILSON et al., 2015).

Em regides umidas ha o crescimento de microrganismos, como por
exemplo, os fungos. As regibes com uma elevada densidade de glandulas
sebaceas, como o rosto, peito e costas, estimulam o crescimento de
microrganismos lipofilicos, como € o caso do Propionibacterium spp. € da
Malassezia spp. Em outros locais da pele, como nos bragos e nas pernas, a
pele é relativamente desidratada e experimenta grandes flutuagcdes de
temperatura; portanto estas areas sao capazes de abrigar quantitativamente
menos organismos do que nas areas umidas da superficie da pele (GRICE;
SEGRE, 2011; CUNDELL, 2016).

Em geral, fatores como a temperatura da superficie da pele, a acidez
(pH em torno de 5.6), o suor, a anatomia da pele local e a secre¢cédo de sebo
se correlacionam com o microbioma predominante (BEYLOT et al.,2014).

Normalmente, o corpo humano possui um numero estimado de 1 x
10" células bacterianas, isso significa 10 vezes mais células bacterianas do

que células humanas. A maioria destas bactérias se encontram no trato
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gastrointestinal. Na pele é encontrada a quantidade média de 1 x 10° UFC
por cm? contribuindo com metade do microbioma (CUNDELL et al., 2016;
NEVES etal., 2015).

Estes microrganismos estabelecem uma residéncia mais ou menos
permanente, ou seja, colonizam, mas nao geram doengas em condi¢cdes
normais; porém, quando rompida a superficie da pele, a infecgado subcutanea
muitas vezes, se desenvolve levando as disfuncdes da estrutura da pele.
Sabe-se que a microbiota da pele € estabelecida imediatamente logo apos o
nascimento, com o passar dos anos a diversidade da microbiota aumenta,
assim como a especificidade de localizagdo. Na puberdade, em resposta a
secrecao de glandulas sebaceas estimulada pelos horménios, a taxa lipofilica
aumenta e alguns difteréides como o Propionibacterium que sao tipicamente
anaerodbios se tornam mais proeminentes sobre a pele, habitando os foliculos
pilosos. O crescimento destes difteréides ocorre nas glandulas sebaceas e é

um fator de desenvolvimento da acne (CUNDELL et al., 2016).

1.2. Etiopatogenia da acne

A acne é uma das dermatoses mais frequentes no mundo, atingindo cerca
de 80% da populagao, principalmente adolescentes e adultos jovens. Deste
grupo entre 15 a 30% dos individuos apresentam sintomas moderados a
graves e requerem tratamento medicamentoso via oral e/ou topica
(PRETSCH et al., 2014). A acne vulgaris foi apontada como uma das dez
doencas mais prevalentes no mundo no ano de 2010.Especificamente, de
acordo com o estudo conduzido pela Global Burden of Disease, a acne
aparece na oitava posicdo entre as doencas mais prevalentes no mundo
(TUCHAYI et al., 2015).

A acne é uma doenca dermatolégica que atinge as glandulas
pilossebaceas (foliculo piloso e a glandula sebacea), causando um processo
inflamatorio (ITOH et al., 2014). Devido a maior distribuicdo dessas glandulas
pilossebaceas na face, torax e dorso, € comum encontra-la majoritariamente
nestas regides (SILVA; COSTA; MOREIRA, 2014).

A doenca se manifesta em cerca de 40 a 60% dos jovens brasileiros

entre os 12 e 30 anos de idade. Apesar de ser considerado um sintoma
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menor, sem morbidade grave, a acne pode levar a varios problemas
psicologicos como aqueles relacionados a autoestima dos adolescentes e
jovens. Geralmente, as manifestagbes da doenga se iniciam na puberdade,
apresentando maior ocorréncia entre os 14 e 17 anos para o sexo feminino, e
entre os 16 e 19 anos para o sexo masculino. O sexo masculino apresenta
maior predisposi¢ao para manifestar a forma mais grave da doencga, devido a
influéncia androgénica que leva a maior produgao de sebo (SILVA; COSTA,;
MOREIRA, 2014).

A producéao de sebo é mediada por hormdnios como a testosterona. /In
vivo esse hormoénio € convertido pela enzima 5-a-redutase tipo | para 5-a-
diihidrotestosterona que €& mais potente que a testosterona (DHT). Essa
enzima € responsavel ainda pelas alteragbes sebaceas nas areas
seborréicas, sobretudo face e tronco (FIGUEIREDO et al., 2011).

O P. acnes anteriormente denominado de Corynebacterium acnes vive
especialmente em meio anaerdbio e sobrevive no interior das células de
macrofagos, sendo capaz de gerar inflamagdo e de produzir biofilme nos
foliculos. Biofilme sao comunidades bacterianas que aderem a unidade
polissebacea formando um polimero de glicocalix, levando a adesédo dos
queratinécitos e formagado dos comeddes. A matriz do biofilme proporciona
uma barreira protetora que impede a penetracido de antibidticos. O modelo de
formacao de biofilme fornece pelo menos uma explicacao parcial porque os
antibidticos sao frequentemente utilizados ao longo de meses no tratamento
de acne. O P. acnes também é capaz de migrar do seu habitat do
microbioma cutdneo para tecidos mais profundos com habilidade de
sobreviver e apresentar potencial patogénico (NEVES et al., 2015; LEVIN,
2016).

A duracdo da doenca é variavel, podendo persistir na idade adulta em
50% das pessoas acometidas. Em alguns casos, a doenga pode deixar
sequelas/traumas na estrutura da pele (GOLNICK; ZOUBOULIS, 2014).

Ha relatos do aparecimento da acne em outras faixas etarias, incluindo
recém-nascidos, lactentes e criangas, podendo ser associados com
diagnodsticos que diferem daqueles presentes nos adolescentes. Os recém-
nascidos muitas vezes apresentam limitada quantidade de papulas

(pequenas lesdes); entretanto, as erupgdes também podem ocorrer.
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Normalmente o aparecimento da acne em lactentes e criangas até 7 anos de
idade é devido ao surgimento de anormalidades que podem indicar uma
anomalia sistémica subjacente (doencgas endocrinologicas, tumores,
gonadal/patologia do ovario) ou ainda virilizagdo precoce. A maioria dos
ensaios clinicos para o tratamento da acne sio realizados em pacientes com
12 anos de idade ou mais, existindo pouca evidéncia de artigos publicados a
respeito da seguranga e eficacia dos medicamentos para pacientes
pediatricos (EICHENFIELD et al., 2013).

A acne resulta da interacédo de varios fatores patogénicos. Entretanto,
estudos sugerem que quatro sdo os parametros tidos como principais no
desenvolvimento da doenca, a saber: a) comedogénese (formacédo do
comedao); b) producdo de sebo; c) colonizagdo bacteriana pelo
Propionibacterium acnes; e) presenga do processo inflamatoério (PRETSCH et
al., 2014).

Os dois primeiros sao beneficiados pelo aumento do horménio
androgénico circulante. Este estimula a hiperproliferagdo no infundibulo da
glandula, originando uma “rolha” que oclui o orificio folicular e impede a
drenagem do sebo, dando inicio a comedogénese (ZUCHETO et al., 2011).

O sebo secretado pela glandula sebacea é constituido por uma mistura
oleosa de triglicéridos, ésteres de cera, esqualeno, acidos graxos, pequenas
quantidades de colesterol e ésteres de colesterol. A producdo de sebo é
regulada por muitos fatores que ativam vias envolvidas na proliferacéo e
diferenciagao, e estdo envolvidos na liberacdo de citocinas e quimiocinas
inflamatodrias (TUCHAYI et al., 2015).

O aumento da secrecdo de sebo esta relacionado com o
desenvolvimento de lesbes de acne, ja que o sebo serve como fonte de
nutriente para o P. acnes. Além da descamacgao folicular resultante da
barreira mecéanica produzida pelo comedao, ha também hiperestimulacao
androgénica que propicia a colonizagdo microbiana e instalagdo do processo
inflamatoério (PRETESCH et al., 2014).

No canal folicular, o sebo se mistura com a queratina formando um
tampéo, apresentando-se como um comedéo aberto, ou “cravo preto”, devido
a melanina acumulada. A inflamacao ou trauma dos foliculos pode resultar na

formacdo de um comedao fechado ou “cravo branco”. A proximidade de
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comeddes, geralmente evolui para lesdes inflamatérias maiores. Se houver o
rompimento ou dano da parede folicular, pode ocorrer o extravasamento do
conteudo do foliculo para a derme e agravamento do processo inflamatorio
originando pustulas, papulas ou maculas. Os glicerideos sebaceos sao
transformados em acidos graxos livres e glicerol pelas lipases, produzidas
pelo P. acnes. Os acidos graxos livres podem causar irritagdo na parede do
foliculo, atracdo e ativagcdo de leucdcitos mononucleares e inflamacéao
(ZUCHETO et al., 2011).

E bem estabelecido que o excesso de sebo contribui para o
desenvolvimento da acne. No entanto, nem todos os pacientes com acne
apresentam a hiperseborréia, e de fato, a correlagéao entre a producido de
sebo e a severidade da acne depende da idade e do sexo do individuo. O
sebo apresenta conteudo pro-inflamatério, com fragdes lipidicas contendo
acidos graxos monoinsaturados conhecidas como (MUFAs) e produtos
resultantes da peroxidacdo do lipidio esqualeno. Este conteudo sebaceo
influencia na proliferagdo e diferenciagdo de queratindcitos, contribuindo
assim para a hiperqueratinizacao folicular — uma das etapas envolvidas na
doenca. E demonstrado que diferentes grupos étnicos apresentam diferencas
na quantidade de produgdo desse conteudo lipidico pro. Isto justifica
parcialmente porque a acne € mais prevalente em individuos afro-americanos
do que em americanos considerados brancos (TUCHAYI et al., 2015).

A condicédo clinica do paciente pode ser ainda induzida ou exacerbada
de vido a tensdo emocional, ciclo menstrual, exposi¢ao a certos produtos
quimicos, utilizagdo de cosmeéticos comedogénicos ou matérias primas
adicionadas com tendéncia comedogénica (como exemplo: éleo mineral,
manteiga de cacau, miristato de isopropila, acido oleico, lanolina, acido
estearico, entre outros 6leos), medicamentos como esteroides anabolizantes,
corticosteroides topicos e sistémicos, litio, isoniazida e anticoncepcionais
orais (FIGUEIREDO et al., 2011; LYN et al., 2016).

O estilo de vida moderno, que inclui dieta inadequada, estresse,
pressdo socioecondémica, tabagismo e variagbes nos padrbes de sono,
constituem também fatores de risco para o surgimento da acne. A dieta pode
contribuir com substratos para a sintese de lipidios sebaceos, tais como o

acido linoleico. Dietas de baixa carga glicémica podem reduzir a produgao de
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sebo através de efeitos enddcrinos. O papel do tabagismo no
desenvolvimento da acne nao é claro. Um potencial mecanismo pelo qual o
tabagismo pode induzir a acne é pelo aumento do estresse oxidativo que
resulta em subsequente acumulacdo de perdxidos lipidicos em comeddes
(TUCHAYI et al., 2015).0 peréxido lipidico (LPO) em comeddes sao
produzidos como resultado da oxidacdo do sebo, podendo potencialmente
induzir a produgéo dainterleucina-1a (IL-1a) e exacerbar a comedogénese e
as alteragdes inflamatdrias em comeddes (YANG et al., 2014). Esses lipideos
podem ainda promover a inducéo de fosfolipase A2-dependente de cascatas
de sinalizacao de inflamacéao, exacerbando o processo inflamatério associado
a doenca (TUCHAYI et al., 2015).

A respeito do carater hereditario, ndo ha muitas informagdes
disponiveis. O que se sabe, € que no desenvolvimento da acne ha genes
pertencentes ao citocromo P-450-1A1, a hidroxilase do esteroide 21 e certas
glicoproteinas, que influenciam a produgdo do androgénio na glandula
adrenal (LYN et al., 2016).

A acne é classificada de acordo com o grau das lesbées e pode variar
dos niveis | - V. A acne nao inflamatéria ou grau | é a forma mais leve da
doenca, caracterizada pelo predominio de comeddes. Acne com
predominancia de efeito inflamatdrio é encontrada nos graus I, Ill, IV e V. Na
acne grau |l ha predominio de lesdes papulo-pustulosas e comeddes. Na
acne grau lll ou moderada se observam nodulos e cistos. A acne grau |V,
mais conhecida como conglobata, € uma forma severa com predominio de
varios nodulos inflamatérios, formagdo de abscessos e fistulas. Por fim, a
acne grau V, conhecida como acne fulminante, € uma forma rara e grave da
doenca. Este tipo apresenta instalacdo abrupta e normalmente é
acompanhada de manifestagdes sistémicas tais como, febre, leucocitose e
artralgia (ZUCHETO et al., 2011).

Atualmente, sdo descritas duas espécies de microrganismos
associadas ao desenvolvimento da acne: o Propionibacterium acnes que esta
presente na microbiota natural da nossa pele e € considerado o principal
promotor ligada a inflamagao da acne e as leveduras do género Malassezia

sp.também presentes naturalmente na superficie da nossa pele. Entretanto
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evidéncias cientificas destacam o P. acnes, como o principal microrganismo
envolvido na patogénese da doenca (LYNN et al., 2016).

O P. acnes é uma bactéria anaerdbia facultativa, do tipo difteroide
Gram positiva que possui forma de bastonete (NEVES et al., 2015). E
pertencente ao grupo de bactérias da microbiota da pele, se localizando
predominante nos foliculos pilosos e preferindo condicbes anaerdbicas de
colonizacdo. O efeito deletério do Propionibacterium na acne é resultante da
sua intensa proliferagdo, o que leva ao aumento do metabolismo bacteriano
com acao inflamatéria, decorrente de acidos graxos livres liberados através
da acgao de lipases bacterianas (FIGUEIREDO et al., 2011).

E uma bactéria comensal presente dentro da unidade pilossebacea,
podendo abrigar até 10’ organismos vidveis. Esta bactéria metaboliza
triglicéridos em acidos graxos e glicerol. O glicerol é utilizado e os acidos
graxos livres podem servir para promover a inflamagao perifolicular, num
ambiente anaerdbico, isto €, predominantemente rico em lipideos. Este
microrganismo produz ainda enzimas, como as lipases, que estdo envolvidas
no processo de ruptura folicular e inflamagao dérmica (LEVIN, 2016).

O P. acnes secreta ainda além das lipases, fatores quimiotacticos,
metaloproteases e porfirinas. Estes diminuem as espécies de oxigénio e o0s
radicais livres que causam danos aos queratinocitos (BEYLOT et al., 2014).

A hidrélise dos triglicerideos com liberagdo de acidos graxos livres
contribui para manutencao do pH acido na superficie da pele, que é um fator
de protecdo da pele. O P. acnes possui capacidade de fermentar
carboidratos em acido propiénico e acidos graxos de cadeia curta. Lipideos e
acidos graxos, portanto, sdo as principais fontes de nutriente dessa bactéria
(NEVES et al., 2015).

1.3. Propionibacterium acnes e a resposta inflamatéria

O organismo responde a presenga do microrganismo através de
anticorpos especificos contra o P. acnes. A resposta imune inata é a primeira
linha de defesa contra a infeccdo. Componentes do P. acnes podem assim
ativar os receptores do tipo Toll-Like (RYU et al., 2015).
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Toll like receptors (TLR) sao receptores transmembranicos do sistema
imune inato presentes em mondcitos, neutrdfilos polimorfonucleares,
macroéfagos, células dendriticas e em granulécitos (BEYLOT et al., 2014).
Atualmente, se conhecem 11 tipos de TLR. Sabe-se que o P. acnes possui
um fator soluvel, que apresenta atividade dependente do gene CD14. Este
ultimo é capaz de ativar principalmente os TLR-2 e TLR-4, induzindo a
sintese de fatores pro-inflamatorios locais, tais como o fator de necrose
tumoral a (TNF-a) e da interleucina 13 (IL1-B). Especificamente, os linfocitos
CD4+ e os macréfagos estdo envolvidos na produgéo de citocinas, que vao
ativar as células endoteliais locais a atrair marcadores inflamatérios, como
por exemplo, E-seletina, VCAM-1, ICAM-1 e HLA-DR nos microvasos
adjacentes aos foliculos. Além disso, as metaloproteinases (MMPs) tém
capacidade para destruir os componentes da matriz extracelular e promover
o rompimento do foliculo pilossebaceo, promovendo assim extravasamento
do conteudo e exacerbag&o do processo inflamatério (PRETSCH et al.,2014;
BEYLOT et al., 2014).

Observa-se ainda aumento expressivo da atividade da interleucina IL-1
nos foliculos levando a hiperproliferacdo epitelial e a ativagdo dos
queratindcitos. O aumento da IL-1 induz a regulac&o de genes que codificam
as metaloproteinases (MMPs, B-defensina, IL-8 e a granulosina 7).
Estabelecida a inflamacéo, as lesdes inflamatdrias do P. acnes vao ativar o
fator nuclear (NF- KB) assim como as citocinas reguladas por este fator, a
exemplo da IL1-B, IL-8, IL-10 e o TNF-a. Estas citocinas por sua vez, vao
induzir a sintese de acidos graxos induzida pelas vias JNK, PI3K e AKT.

O aumento dos niveis de IL-8 atraem células inflamatérias como os
leucécitos e linfécitos promovendo a producéo de IL-17 e inducdo da célula T
helper 17(TH-17) que induzira a produgdo de mediadores lipidicos anormais
e levara a ativagao de fatores de plaquetas. Esta ultima ira regular os niveis
da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2) e da IL-8 em sebdcitos.

O aumento do conteudo lipidico ativa ainda PPAR-y, que induz
aumento na expressdo génica de COX-2 em queratinocitos e sebdcitos,
promovendo também a exacerbagédo do processo inflamatério (TUCHAYI et
al., 2015).
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Apos rompimento do foliculo, ha ruptura da parede folicular com
extravasamento de lipidios na derme favorecendo a liberacdo de substancia-
P, responsavel por interferir no funcionamento da glandula sebacea
(MONTAGNER; COSTA, 2010).

O P. acnes regula positivamente a secregao de diferentes citocinas
pré-inflamatérias (IL-1 a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a) por queratinécitos
humanos, sebocitos ou macréfagos. A interleucina 1 (IL-1) promove a
formacdo do comedao. O P. acnes estimula a secrecdo da IL-1 pelos
queratinécitos na participagdo da formacdo do comedao (BEYLOT et al,
2014).

Desta forma, o processo inflamatério associado ao crescimento
excessivo do P. acnes é um dos principais alvos para a prevencao e
tratamento da acne vulgar. Outro ponto importante do processo inflamatério
associado a acne é a produgao de radicais reativos de oxigénio e nitrogénio.
A enzima o6xido nitrico sintase produz 6xido nitrico (NO) através da conversao
da L-arginina a L-citrulina. A enzima €& ativada na presenga de varios
estimulos, tais como o lipopolissacarideo (LPS), o interferon gama (IFN-y), o
TNF-a e a interleucina-18 (IL-18). O NO liberado por fagécitos ocasionam a
lise de microrganismos invasores e promovem a sua morte celular (TSAI et
al., 2012).

O P. acnes estimula as glandulas sebaceas e a sintese de sebo via
receptor horménio liberador de corticotropina que é um sistema capaz de
aumentar a atividade lipogénica de sebdcitos humanos (BEYLOT et al.,
2014).

O aumento da producdo de sebo é estimulado pela influéncia de
androgenos, queratinizagdo ductal anormal, resultando em comeddes,
hipercolonizagéo bacteriana e inflamagdo. O que esta diretamente associada
com o desenvolvimento de lesdes de acne, uma vez que o sebo serve como
uma fonte de nutrientes para o Propionibacterium acnes (PRETSCH et al.,
2014).

O P. acnes produz varias enzimas dentre elas as lipases e fosfatases,
todas envolvidas no processo de ruptura folicular e inflamacao dérmica. Além
das enzimas, produz fatores quimiotaxicos para neutréfilos e linfocitos, e, por

meio de fragmentos de sua parede celular, estimula macréfagos a
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produzirem IL-8, IL-1B e fator de necrose tumoral alfa, cuja agdo conjunta
amplifica a inflamacao (PRETSCH et al., 2014).

1.4. Tratamento da acne vulgar

A escolha do farmaco para tratamento da acne dependera do tipo
clinico e da classificagao (gravidade) encontrada no paciente no momento do
diagndstico. A terapia antimicrobiana com agentes topicos e sistémicos
isolados e/ou combinados séo utilizados ha muitos anos como tratamento da
doenca. Os antibiéticos de uso topico normalmente sao utilizados para casos
de pacientes que apresentam o quadro clinico da acne leve a moderada. Ja a
via sistémica é indicada para casos mais graves (GOLNICK; ZOUBOULIS,
2014).

O tratamento precoce € de extrema importancia a fim de prevenir
sequelas fisicas e psicoldgicas que a acne pode trazer ao paciente. Assim os
objetivos do tratamento da acne consistem na reduc¢ao da produgao de sebo,
na normalizacdo da queratinizagao, reducgao interfolicular do P. acnes e da
inflamagédo, assim como a resolugdo das lesdes inflamatorias e nao
inflamatdrias (BROTOS et al., 2015). Nao existe um sistema de classificacao
universal para a acne vulgaris, devido a grande variedade de apresentagdes
da doenga e as multiplicidades dos fatores envolvidos, logo o tratamento
deve ser invidualizado. Busca-se normalmente a redu¢cao do microcomedo e
a prevengao na formagao de novos o que é essencial para a gestdo das
lesdes. Para isso € importante que o paciente e o médico estejam cientes
que o tratamento da acne na fase ativa visa minimizar lesdes evitando
sequelas e complicagbes. Motivos que fazem com que o tratamento seja
prolongado, até que se dé a eliminagao espontanea do processo (CAPDVILA,
2014).

Os principais farmacos usados no tratamento tépico incluem:
isotretinoina, perdéxido de benzoila (PB), acido azeldico, adapaleno,
tazaroteno, eritromicina, clindamicina e agentes queratoliticos com agéao
antibacteriana leve (acido salicilico, enxofre e resorcina) (Quadro 1)
(CAPDVILA, 2014).
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Quadro 1. Estrutura quimica de farmacos usados no tratamento da acne
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1.4.1. Tratamento tépico

Peroxido de Benzoila

O peroxido de benzoila (PB) € indicado para pessoas com acne facial
leve a moderada (WILLIAMS et al., 2012). Possui atividade antimicrobiana
efetiva contra bactérias Gram-positivas e reduz de maneira significativa o
numero de Propionibacterium acnes e do Staphylococcus epidermidis na
pele. O farmaco sofre decomposicdo na pele, liberando radicais livres de
oxigénio que oxidam as proteinas bacterianas. Possui ainda, certo grau de
atividade comedolitica e queratolitica, haja visto que o farmaco desestrutura o
tampao folicular e provoca esfoliagdo das células epiteliais (OKAMOTO et al.,
2016).E um farmaco de natureza lipofilica que permite penetrar no estrato
corneo e entrar no ducto pilossebaceo para promover sua acgao
(KOSMADAKI; KATSAMBAS, 2017).

O PB é considerado seguro e eficaz, podendo ser aplicada ao redor da
regidao afetada. Pode ser usado isolado ou em combinagdo com antibidticos
orais ou topicos, a fim de minimizar a resisténcia microbiana, reduzindo assim
a colonizagdo do P. acnes. A aplicacdo do produto pode provocar
inicialmente uma pequena irritagdo local e neste caso os pacientes sao
aconselhados a esperar a irritacdo cessar antes da reaplicacao. Recomenda-
se 0 uso do medicamento contendo concentragbes baixas (2,5% ou 5%) de
peroxido de benzoila, uma vez que causa menos irritagbes e nao ha
nenhuma evidéncia de que preparagdes mais concentradas sejam mais
eficazes. Com frequéncia o PB induz efeitos colaterais, como pele seca e
escamosa, uma vez que reduz a gordura livre na superficie da pele, além de
outros efeitos colaterais tais como, eritema, mancha nas roupas e alergia de
contato (LYNN et al., 2016; CAPDEVILA, 2014).

Acido Azelaico

O acido azelaico € um farmaco usual no tratamento da acne leve e
moderada e em pacientes que ndo toleram o peréxido de benzoila. E
recomendada também em casos de hiperpigmentacéo pds-inflamatéria. E de
uso topico e possui atividade, anti-inflamatéria leve. E usado como

tratamento de segunda escolha, pois pode apresentar como efeitos adversos:
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prurido, dores agudas e rapidas e sensacgao irritante na superficie da pele
leve e transitoria (BOTROS et al., 2015).

O farmaco atua normalizando a queratinizacéo folicular e reduzindo a
concentracdo de P. acnes na unidade pilo-sebacea. Normalmente
comercializado na concentragédo de 20%, sob a apresentacdo de creme. O
acido azelaico pode ser aplicado normalmente duas vezes ao dia. E uma
excelente opgcao para pacientes com pele seca e/ou clara, ndo provoca
fotossensibilidade, embora cause uma pequena irritagdo cutanea. Deve-se
ter precaugcdo quanto ao uso na gestacdo, pois estudos mostram que o
farmaco nao € seguro para estas pacientes (CAPDEVILA, 2014).

Além do efeito anti-inflamatério, o acido azelaico possui atividade
antimicrobiana. Embora o mecanismo de acdo para tal ndo seja bem
estabelecido, é proposto que o farmaco pode interferir com o gradiente de pH
transmembranar inibindo a sintese protéica de microrganismos susceptiveis
(KOSMADAKI; KATSAMBAS, 2017).

1.4.2. Retinoides Topicos

Os retinoides tém seu uso controlado, devido a ocorréncia de irritagao
ap6s o inicio do tratamento. Os mais utilizados sdo o acido retinoico na
concentragdo de (0.025 a 0.1%), isotretinoina 0.05% e o adapaleno 0.1%.
Deve-se iniciar o tratamento com concentragcdes baixas quando se opta pelo
acido retinoico e ir aumentando gradativamente para concentragées maiores
dependendo da resposta clinica do paciente (CAPDVILLA, 2014).

O uso da isotretinoina oral e topica diminui o numero total de
microrganismos bacterianos resistentes sobre a pele e reduz diretamente a
quimiotaxia dos neutrofilos. A longo prazo reduz em 70% a 89% do processo
inflamatério. E indicada para acne severa, fulminante, ou para individuos que
nao respondem as terapias convencionais, incluindo antibidticos tépicos e
orais (BRITO et al., 2010).

A Isotretinoina e a tretinoina que sao compostos derivados do
metabolismo do retinol (vitamina A) reduzem a hiperseborreia, suprimem a
producao de sebo, diminuem a proliferagdo basal e terminal de sebdcitos e

minimiza o tamanho das glandulas sebaceas. Todos estes efeitos resultam
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em diminuigdo da colonizagdo do Propionibacterium acnes na unidade pilo-
sebacea (EICHENFIELD et al., 2013).

A seguranca e eficacia dos retinoides em uso topico estdo bem
documentadas, e sdo recomendados tanto para pacientes pediatricos quanto
jovens. Os retinoides normalizam as descamacdes foliculares do epitélio,
prevenindo a formacdo de novos microcomeddes. Possuem atividade anti-
inflamatoria, e os mais comumente utilizados nos dias atuais sdo a
isotretinoina, o adapaleno e o tazaroteno (EICHENFIELD et al., 2013).

Os efeitos adversos comuns incluem ardor, secura e descamacao da
pele. O adapaleno (farmaco de terceira geragao) € um retinoide distinto dos
outros, pois € bem tolerado pelos pacientes, e geralmente esta disponivel em
formulagdes incluindo creme, gel e logdo. O adapaleno €& fotoestavel,
podendo ser usada em combinagcdo com o peroxido de benzoila, apresenta
atividade queratolitica e anti-inflamatdéria. O tazaroteno € um retinoide topico
eficaz, porém poucas vezes é usado como agente de primeira linha para o
tratamento da acne, devido a preocupacdes sobre a sua tolerabilidade, é
conhecido por ser mais irritante entre os retinoides (EICHENFIELD et al.,
2013).

Outra reacao adversa comum € a fotossensibilidade associada ao uso
de retinoides, sendo conveniente o uso de filtro solar e protecdo adicional
durante o uso desses produtos, pois a exposicdo solar pode causar
queimaduras. Retinoides mais recentes, como a isotretinoina e o adapaleno,
sdo mais toleraveis e normalmente s&o associados aos antimicrobianos em
formulagdes comerciais (CAPDVILLA, 2014; BRITO et al., 2010).

A isotretinoina ou o acido 13-cis-retinoico € um dos farmacos mais
eficazes empregado no tratamento da acne, sendo recomendada como
tratamento de primeira escolha para a acne grave (acne nodular severa
papulo-pustulosa, acne conglobata). Além do uso oral, pode ser indicado pelo
meédico para uso tépico. As doses recomendadas variam de 0.3-0.5 mg/Kg
para a acne nodular papulo-pustulosa grave e 20.5 mg/Kg de peso corporal
para a acne conglobata. A terapia deve ser continua por 6 meses ou por
vezes até 24 meses. Existe o risco de aumento da potencializacdo e
teratogenicidade quando ha combinagédo do acido retinoide com altas doses

de vitamina A. Pode causar ainda depressao e ha indicios de risco de
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pensamento suicida durante o uso do farmaco (GOLNICK; ZOUBOULIS,
2014).0utros efeitos secundarios comuns vistos na terapia de baixa dose
incluem secura em mucosas (boca, nariz, pele) e olhos, mialgias, cicatrizacao
anormal de feridas, queimaduras solares, descamagao e maior fragilidade da
pele. A maioria destes sintomas se resolvem quando o tratamento é
suspenso (LYNN et al., 2016).

A isotretinoina também pode causar varios sintomas oculares, tais
como a diminuicdo da adaptagdo ao escuro, diminuicdo da visdo. E contra-
indicada para gravidas por ser um farmaco teratogénico (ZOUBOULIS;
BETTOLI, 2015).

Acido salicilico e substancias usadas em ‘peeling’ quimico

O acido salicilico € um agente queratolitico com agao antibacteriana
leve. Apresenta ainda atividade comedolitica e anti-inflamatéria, e pode ser
associado a retinoides topicos no tratamento da acne comedénica ou usado
como tratamento de segunda escolha. Ele é usado em concentragbes de 0.5-
2%. Em concentragcbes baixas € considerado seguro para uso durante a
gravidez e lactancia. Um dos efeitos interessantes desse farmaco é a
combinagao do efeito anti-inflamatorio e antibacteriano (CAPDVILA, 2014).

Em altas doses e por periodos prolongados, pode provocar salicilismo,
especialmente em peles mais permeaveis devido a inflamagcdo ou ao
processo de esfoliagdo que ocorre. O farmaco deve ser evitado em
gestantes, pois ha riscos para o feto ou recém-nascido. Devido ao efeito
queratolitico, o &acido salicilico também €& usado em peelings quimicos
(CAPDVILA, 2014).

Os peelings quimicos, também chamados de esfoliagdo quimica,
podem ser classificados em superficiais e profundos. Peelings quimicos
superficiais ou profundos sdo considerados como tratamentos adjuvantes
para o tratamento da acne e consiste na aplicacdo de substancias quimicas
que produzem destruicdo controlada da epiderme, para sua posterior re-
epitelizacdo. Muitas vezes sao usados em combinacdo com as terapias de
primeira linha, tais como os retinoides e antibidticos. Os peelings quimicos

sdo geralmente considerados seguros e eficazes, formando uma parte
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importante do tratamento da acne. Auxiliam ainda na reducao das cicatrizes
decorrentes causadas pelas lesées acnéicas (HANDOG et al., 2012).

Além do acido salicilico, comumente se utiliza alfa-hidroxiacidos cuja
principal fungédo é queratolitica e anti-seborreica. O mais utilizado € o acido
glicolico e a menor concentracao habitual € de 2%; entretanto, muitas vezes
essa concentragao € insuficiente para corrigir as cicatrizes mais profundas e
acabam gerando aumento de toxicidade ou complicagdes. Alfa-hidroxiacidos
sdo seguros durante a gestacéao e lactagdo. Deve-se evitar combinagées com
acido salicilico, acido retindico, acido tricloroacético e fenol durante uso dos
alfa-hidroxiacidos devido a efeitos irritativos na pele (CAPDEVILA, 2014).

Sao incluidos ainda no tratamento da acne e suas cicatrizes, solugdo de
Jessner, resorcinol e acido tricloroacético. A solugcao de Jessner € uma
combinagao formada de 14% de resorcinol, 14% de acido salicilico, 14% de
acido lactico e etanol. Mais recentemente, surgiram no mercado outros
compostos com capacidade de ‘peeling’ quimico como acido latico, e uma
combinagdo de acido salicilico e acido mandélico. No entanto, o uso de
peelings quimicos pode ter efeitos adversos, tais como hiperpigmentagao
pos-inflamatéria que € mais comumente visto em tipos de pele mais escura.
A forca do peeling é determinada pelo numero de camadas da solugao
aplicada, e ¢é normalmente usado em combinagdo aumentando a
profundidade do peeling global. O resorcinol pode causar hiperpigmentacao
pos-inflamatéria em pessoas com tendéncia em desenvolver discromias. Ha
também o risco de desenvolver dermatite de contato; por isso, ‘peeling’
quimico deve ser utilizado com precaucgdo, e associado com o tratamento

mais adequado ao paciente (HANDOG et al., 2012).

1.4.3. Tratamento sistémico

Em relagdo ao tratamento sistémico recomendado para casos mais
graves da doenca geralmente sdo usados trés grupos de antibidticos de
amplo espectro séo eles: tetraciclina, eritromicina e clindamicina. Todos s&o
indicados para os diversos tipos de acne inflamatdria, principalmente para a
acne de grau moderado (LYNN et al., 2016). O tratamento geralmente dura
de seis a oito semanas, sendo que os efeitos comegam a ser observados
apenas no final do tratamento (CAPDVILA, 2014).
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A acne inflamatdria e com formacgao de nddulos frequentemente requer
um tratamento sistémico, incluindo antibiéticos. A eficacia do antibidtico
depende da sua capacidade em reduzir a carga de P. acnes e modular a
inflamagéo. Antibidticos como a doxiciclina, minociclina, tetraciclina e
sulfametoxazol/trimetoprim se tornaram comuns nos tratamentos. Para acne
grave, por exemplo, a primeira escolha € a minociclina (NAGLER et al.,
2015).

Tetraciclinas

As tetraciclinas de primeira geracdo (clortetraciclina,oxitetraciclina,
cloridrato de tetraciclina e dimetil-clortetraciclina) foram introduzidas em 1951
e sdo amplamente utilizados no tratamento da acne. As de segunda geragao
(doxiciclina, minociclinae limeciclina) sdo derivados semissintéticos e
possuem o tempo de meia - vida mais longo, o que Ihes conferem melhor
atividade antibacteriana (NGUYEN et al., 2014).

A dose de oxitetraciclina e tetraciclina recomendada para o tratamento da
acne é de 500 a 1000 mg por dia. Ja para minociclina, a dose recomendada &
de 100 mg/dia. Este farmaco é ativo contra cepas de Staphylococcus
sensiveis a tetraciclina e algumas cepas bacterianas Gram-positivas
resistentes a vancomicina (CAPDVILA, 2014). A minociclina é mais
comumente prescrita pelos médicos, uma vez que promove melhoria da acne
inflamatoria mais efetiva que a tetraciclina (BOTROS et al., 2015).
sintese de proteinas bacterianas no ribossomo. A sua absorcido nao €
completa e diminui na presenca de agentes quelantes e alcalinos, como o
leite, sais de aluminio e suplementos de calcio, magnésio e ferro (NGUYEN
et al., 2014).

Entre os efeitos adversos comuns da classe das tetraciclinas
destacam-se: complicagbes gastrintestinais, fotossensibilidade, crescimento
de fungos como a Candida albicans (podendo levar a vulvovaginite). Deve
ser usada apenas em individuos com idade acima de 12 anos, e em
mulheres gravidas deve ser evitada porque causa pigmentagao dos dentes,

além de apresentar baixa absor¢gdo se tomado com ions metalicos (ferro e
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célcio) podendo haver complexagcdo com estes ions (EICHENFIELD et al.,
2013).

Eritromicina

A eritromicina pertence a classe dos macrolideos, possui agao
antibacteriana e anti-inflamatéria. E indicada no tratamento da acne
inflamatéria leve e moderada. E uma alternativa terapéutica aos individuos
que nao toleram as tetraciclinas (EICHENFIELD et al., 2013). Pode causar
disturbios digestivos e ndo é recomendada para criangas com idade menor
que 12 anos e em mulheres gestantes (CAPDEVILA, 2014). Nao é
recomendada em monoterapia devido ao inicio de acao lenta e possibilidade
de surgimento de resisténcia. Embora seja tdo eficaz quanto a tetraciclina,
parece induzir com mais frequéncia a resisténcia bacteriana; por isso, é
comumente usado em associagdo com peroxido de benzoila topico. Os
efeitos colaterais comumente relacionados ao medicamento incluem:
disturbios gastrintestinais (nauseas, vémitos e diarreia), toxicidade hepatica,
ototoxicidade e pancreatite (EICHENFIELD et al., 2013).

Azitromicina

A azitromicina é normalmente bem tolerada, devido aos poucos efeitos
colaterais que causa ao paciente e a comodidade posoldgica - uma dose de
500 mg via oral uma vez ao dia durante trés dias com intervalo de dez dias
em até trés ciclos. E considerada segura para gestantes (CAPDEVILA, 2014).
Clindamicina

Clindamicinas sao antibiéticos bacteriostaticos que possuem adicional
atividade anti-inflamatdria no tratamento da acne. A dose recomendada é de
150 mg via oral uma vez ao dia e apresenta como efeito colateral a colite
pseudomembranosa. O uso da clindamicina esta associado a sérias
complicagbes gastrintestinais graves, além da necessidade de
monitoramento periddico de orgaos como o figado e os rins durante a terapia
prolongada. Devido a estes efeitos adversos, guias de orientagcbes europeias
recomendam evitar o uso via oral da clindamicinano tratamento da acne,
deixando assim, este farmaco restrito a condi¢cdes especiais de avaliagao
risco-beneficio pelo médico (WALSH et al., 2016).
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Para pacientes para os quais a terapia convencional de antibiéticos
falha ou que situagbes em que os pacientes ndo podem tolera-los, outros
antibidticos podem ser uteis, incluindo: amoxicilina,azitromicina, cefalexina e
sulfametoxazol-trimetoprim (CAPDEVILA, 2014).

Quadro 2. Estrutura quimica de farmacos usados no tratamento da acne

via sistémica
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Resisténcia aos antibioticos de uso sistémico

Apesar da eficacia dos antibidticos no tratamento de acne, ha
preocupagdes para o surgimento de casos de resisténcia bacteriana
(NAGLER et al., 2015). Infelizmente, hoje a resisténcia a antimicrobianos
constitui um dos principais problemas de saude publica com abrangéncia
mundial, devido ao rapido aparecimento de bactérias resistentes. Nos dias
atuais ha uma preocupagdo constante na busca por novos agentes
antimicrobianos, uma vez que, a poténcia efetiva dos antimicrobianos
existentes, vem sendo de forma gradual reduzida e/ou anulada pelo
desenvolvimento de cepas resistentes (VENTOLA, 2015; OTEO; ARACIL,
2015).

Conhecer os mecanismos bioquimicos e genéticos envolvidos na
resisténcia bacteriana é importante a fim de compreender o fenbmeno. A
resisténcia bacteriana varia de patégeno para patdégeno, e é causada por
alguns fatores basicos, a saber: a) inativagdo do antibidtico por alteragdes
quimicas diretamente na molécula bioativa, normalmente promovidas por
enzimas bacterianas; b) modificagées na estrutura do alvo que pode levar a
perda de sensibilidade ao antibiético; ¢) mudancgas na permeabilidade externa
da membrana que acabam reduzindo a concentracdo do antibiético; d)
aumento da expressdo de bombas de efluxo; e) auséncia ou diminuigdo da
expresséo do alvo (GUIMARAES et al., 2010).

Os primeiros registros que se tém sobre a resisténcia antibiética pelo
P. acnes foram relativos a eritromicina. Para este farmaco, os mecanismos
envolvidos e que foram identificados sdo: mutag¢des pontuais nos genes que
codificam o RNA ribossomal, mutagao unica no gene 16S e no gene 23S do
rRNA. Os principais fatores de risco para a ocorréncia de resisténcia estao
relacionados a idade, uso inadequado e pré-exposicdo aos antibidticos
topicos (NEVES et al., 2015).

Tem sido relatado que a eritromicina topica sdo cada vez menos

eficazes no tratamento da acne (WALSH et al.,, 2016). Os antimicrobianos
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atuam n&o somente contra P. acnes, mas também podem influenciar as
bactérias comensais como € o caso do Staphylococcus epidermidis
(EICHENFIELD et al., 2013). Este microrganismo € resistente a eritromicina,
a roxitromicina e a clindamicina. O S. epidermidis tem a capacidade de
transferir resisténcia através de plasmideos. No entanto, ndo € comum
relatos de P. acnes adquirir resisténcia de outras bactérias. Tem-se verificado
que a resisténcia ao P. acnes esta principalmente relacionada a situacdes de
monoterapia (WASLH et al., 2016).

Assim chegou-se ao consenso de que a combinagao de um retinoide
topico e agente antimicrobiano é preferido como terapia de primeira escolha
para pacientes com acne. O peréxido de benzoila (PB) é recomendado como
um complemento para a terapia topica, quando o uso de antibiéticos a longo
prazo € necessario, porque € um agente bactericida altamente eficiente que
ira minimizar o desenvolvimento da resisténcia nos locais de aplicagao e
aumentara o espectro de atividade.Os antibioticos tépicos atuam de forma
relativamente lenta contra o P. acnes e tem um efeito supressor fraco em
comparagao com o PB; no entanto os antibidticos orais sdo geralmente
considerados como sendo mais eficazes do que antibidticos tépicos (WALSH
et al., 2016).

Ensaios clinicos tém demonstrado que mais de 50 % das cepas de
acne séo resistentes, particularmente aos macrolideos tépicos (clindamicina,
eritromicina) tornando-se menos eficazes no tratamento da acne. O
desenvolvimento dessa resisténcia se explica através de mudanga
mutacional, que é transferido verticalmente, e € comumente associada com
mutacgdes nos genes 16S e 23S do RNA mensageiro (WALSH et al., 2016).

Embora exista uma enorme variedade de antibiéticos para tratamento
da acne, grande numero de estudos clinicos sobre a eficacia destes ainda &
limitada. Geralmente, pacientes com acne fazem tratamentos prolongados (3
a 6 meses) utilizando um unico antibidtico, isso a longo prazo resulta na
exposicao de concentracdes variaveis que podem potencializar a resisténcia.
Nos casos de infec¢des graves causadas pelo P. acnes, deve-se evitar o uso
de medicacbes com possibilidade de resisténcia, sendo preferivel a
combinacao de penicilina cristalina, vancomicina, daptomicina e rifampicina
por seu efeito sobre o biofilme (NEVES et al., 2015).
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Algumas estratégias sdo recomendadas para melhorar a prescrigéo e
evitar a resisténcia do P. acnes:

a) A prescricdo oral deve ser limitada: recomenda-se até 3 meses em
terapéutica continua;

b) O periodo para a antibioterapia topica deve ser de 6 a 8 semanas,
devendo ser interrompida sempre que nao haja melhoria clinica;

c) Nas recidivas ndo se deve voltar a fazer uso do mesmo antibiotico;
Nao se deve associar o mesmo produto por via tépica e oral,

d) A regra que previne a emergéncia de resisténcias € a terapéutica
combinada, ou seja, com retinoides tépicos ou com o perdxido de
benzoila (FIGUEIREDO et al.,, 2011). Deve-se evitar assim, a

monoterapia.

1.4.4. Tratamentos alternativos

Fotodinamica

A terapia fotodinamica é um tratamento Optico extensivamente
estudado que demonstrou ser seguro e eficaz no tratamento de lesdes da
acne. E uma terapia ndo invasiva que utiliza tratamentos de luz, juntamente
com um agente de fotossensibilizacdo. Os agentes de fotossensibilizacdo
usados neste tipo de terapia para acne sdo: acido 5-aminolevulinico,
aminolevulinato de metila e acido indol-3-acético. Supde-se que uma vez
aplicado sobre a ©pele, o0s agentes fotossensibilizadores sao
preferencialmente levados até a unidade pilossebacea auxiliando na resposta
a terapia de luz (KEYAL et al., 2016). E sabido que a luz de alta intensidade
(405 a 420 nm de comprimento de onda) tem acgado bactericida contra a
Propionibacterium acnes e pode ser utilizada no tratamento (CAPDEVILA,
2014).

Fontes de luz incluindo a terapia fotodindmica, /lasers de infravermelho,
lasers de corante pulsado, luz intensa pulsada, /aser de fosfato, servem como
tratamentos Opticos podendo também melhorar a acne inflamatéria em curto

prazo. Dor, vermelhiddo, inchaco e aumento da pigmentacédo sao alguns dos
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efeitos adversos comuns observados durante a terapia fotodinamica
(WILLIAMS et al., 2012).

Higiene, manipulagdo e exposi¢cédo solar

A higiene do local € um tratamento complementar importante no
tratamento da acne. Em geral, é recomendada a lavagem com agua e sabao
neutro ou sabonetes liquidos na area a ser tratada, duas vezes ao dia. O
processo de secagem deve ser feito com cuidado. Como regra geral, deve
ser recomendado ao paciente evitar qualquer lesdo devido a manipulagao da
inflamagédo, ja que essas manipulagdes sdo as principais causas do
aparecimento e da persisténcia de sequelas como lesbes e cicatrizes
(CAPDVILA, 2014).

Pacientes jovens com acne muitas vezes observam uma melhora do
processo quando expostos a radiagdo solar, entretanto, efeitos rebote sao
observados apos exposi¢ao e por isso devem ser evitados. A exposicao solar
deve ser acompanhada sempre do uso de protetores solares (CAPDVILA,
2014).

1.4.5. Tratamento hormonal

Os contraceptivos orais combinados (COC) contém dois tipos de
horménios: estrogénio (etinilestradiol) e o progestogénio. Sdo frequentemente
prescritos para mulheres com acne, pois o estrogénio suprime a atividade da
gléndula sebacea e diminui a formagéo do horménio androgénio (WILLIAMS
et al., 2012).

Os COC também suprimem os horménios da gonadotrofina
luteinizante e foliculo-estimulante. Isto diminui a producdo ovariana de
andrégeno e ovulacado (HARPER, 2016).

A utilizagdo isolada do contraceptivo progestogénio tende a piorar o
quadro da acne, por isso, o tratamento hormonal visa antagonizar os efeitos
andréogenos, uma vez que as glandulas sebaceas sao andrégeno-

dependentes. Desta forma, recomenda-se a terapia com contraceptivos orais
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de maior efeito anti-androgénico (etinilestradiol+ciproterona), espirolactona e
a flutamida (LYNN et al., 2016).

A terapia hormonal é recomendada para mulheres com acne
moderada a grave, ou aquelas que nado respondem bem a terapia
convencional devido ao excesso de hormdnios androgénicos combinada com
sintomas de seborreia, hipersutismo e alopécia e quanto mais cedo for feito o
tratamento melhores os resultados (WILLIAMS et al., 2012). Como efeitos
adversos, aumentam o risco de tromboembolismo venoso, de infarto do
miocardio e de acidente vascular cerebral. Além disso, tém um impacto sobre
os riscos de cancer do colo do utero e da mama (HARPER, 2016).

Algoritmo de tratamento da acne

O tratamento medicamentoso esta baseado na severidade da acne,
cuja classificagcdo pode ser: leve, moderada e severa (Quadro 3). Para
condigbes leves e comedoOnicas, o tratamento de primeira escolha
recomendado € algum derivado retinoide topico, e alternativas incluem uso
de acido salicilico e acido azelaico. Para condicbes de severidade maior,
como a acne nodular ou conglobata, recomenda-se o uso de retinoides por
uso oral como primeira escolha, e como alternativo antibiotico oral retinoide
topico e peroxido de benzoila. A utilizagdo correta dos algoritmos de
tratamento contribuem para selecdo adequada dos farmacos, melhorando a
atividade e diminuindo o surgimento de resisténcia.Para a elaboragéao destes
algoritmos se leva em consideragdo a compilagcdo de dados obtidos em
estudos clinicos, e por isso, sendo baseados em evidéncias clinicas torna o

tratamento menos empirico.
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Quadro 3. Algoritmo do tratamento da acne.

Severidadee Leve Moderada Severa
Tipo de acne Comedénica Papulo- Papulo- Nodular Nodular/Conglobata
Pustulosa Pustulosa
12 Escolha RT RT + AT AO ou RT ou AO+TR ou PB 10
PB
Alternativa Alternar RT/ Alternar Alternar 10 ou alternar AO+RT+PB
AS/AA RT+RT/AA AO+RT+PB AO+alternar RT
Alternativa ou PB/AA
para RT RT+AT AN+TR/AA ou | AN+RT ou AO ou NA+RT ou alternar

mulheres AT alternar AT AT
Terapia de RT RT TR+PB RT+PB RT zPB
manutengéo

PB=Perdéxido de Benzoila; RT=Retinoide Tépico
AO=Antibidtico Oral;  NA =Antiandrogénio Oral
AA= Acido Azelaico; AS= Acido salicilico

AT= Antimicrobiano Tépico; |O= Isotretinoina Oral

Fonte: Adaptado de DIPIRO et al., 2009.

1.5. Derivados benzofuroxanicos e furoxanicos

A classe dos benzofuroxanos (Figura 1), quimicamente (benzo [1,2-c]-1,
2,6-oxadiazol-N-6xido) sdo conhecidas por suas  propriedades
antimicrobianas (TEIXEIRA et al., 2014).Tem recebido especial atencéo,
desde a sintese do 4,6-dinitrobenzofuroxano em 1899 por Drost.Os
benzofuroxanos apresentam ainda efeitos antimalaricos, anti-tuberculose,
antifungica, leishmanicida, antichagasica, antileucémica e propriedades de
imunossupressao (JOVENE et al., 2013).

O mecanismo de ag¢ao dos derivados benzofuroxanos nao esta bem
estabelecido, mas acredita-se que in vivo possam sofrer bioativacao e
aumentar o numero de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio. Estas
espécies seriam responsaveis por promover estresse oxidativo,
principalmente em células bacterianas, promovendo assim a morte do
microrganismo (TEIXEIRA et al., 2014; CHUGNOVA et al., 2016; JORGE et
al., 2011).

Enquanto isso os derivados furoxanicos (Figura 1) quimicamente
conhecidos como 1, 2,5-oxadiazol-2-N-oxido s&o heterociclicos da familia dos
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isoxadiazois, com a presenca de um N-Oxido em sua estrutura. Ambos os
derivados um, 2,5- isoxazol e o 1, 2,4-oxadiazol ttm uma grande importancia
para a Quimica Farmacéutica e Medicinal e nos ultimos anos tem sido muito
utilizada como protétipos para obtengdo de novos compostos ativos. Os
derivados furoxanicos representam uma importante classe de compostos
com variadas aplicagbes e propriedades farmacoldgicas. Diversas atividades
biolégicas ja foram relatadas envolvendo este heterociclico, como
antimicrobiana (HERNANDEZ et al, 2013), a atividade antileishmania
(DUTRA et al.,, 2014), antineoplasica (ZOU et al., 2011), vasodilatadora,
antiagregante, entre outras.

Essas atividades farmacoldgicas s&o relacionadas em parte a
capacidade de doacao de 6xido nitrico pela subunidade furoxanica.

Os furoxanicos sao compostos estaveis em meio acido e sdo capazes
de produzir 6xido nitrico em solugéo fisiolégica sob a acdo de cofatores
contendo o grupo tiol. A doagdo do NO esta relacionada diretamente ao
grupo ligado ao carbono vizinho a fungdo N-6xido (AMIR et al., 2015).

Essa grande diversidade de atividade biolégica dos nucleos
heterociclicos furoxénicos (1, 2,6 oxadiazol 2- 6xido) e benzofuroxanicos
(benzo [1, 2,5] oxadiazol-1-6xido) (Figura 1) tornam seus derivados
interessantes prototipos a ser investigados como novos candidatos a
farmacos (SCHIEFER et al., 2012). Assim, neste trabalho, a partir de uma
biblioteca de compostos furoxanicos e benzofuroxanicos pertencentes ao
laboratério de Quimica Farmacéutica e Medicinal da UNESP Araraquara,
realizou-se uma triagem fenotipica contra diferentes cepas de fungos e
bactérias (Gram positivas e Gram negativas).

Além da busca de compostos contra P. acnes, a triagem fenotipica
permitiu a caracterizacdo do espectro de acdo dos novos compostos. Os
efeitos anti-inflamatoérios dos compostos mais ativos foram ainda avaliados,
pois €& descrito, que a combinacdo de efeitos anti-inflamatérios e

antimicrobianos podem ser uteis ao tratamento da acne.
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Figura 1. Estrutura quimica dos ntcleos furoxanicos e
benzofuroxanicos.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito antimicrobiano e anti-inflamatério de derivados
sintéticos furoxanicos e benzofuroxanicos que possam se constituir como

alternativa para o tratamento da acne vulgar.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar através de ensaios imunoenzimaticos (ELISA) a capacidade
dos compostos em inibir in vitro a sintese das citocinas pro-
inflamatérias (TNF-a e IL-1PB);

e Estudar in vitro a capacidade de liberagao de Oxido nitrico;

e Estudar in vivo através de estudos histologicos a atividade anti-

inflamatéria do derivado antimicrobiano mais ativo.



3. MATERIAL E METODOS

3.1.

Compostos utilizados
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Os compostos furoxanos e benzofuroxanos foram obtidos da biblioteca de

moléculas do laboratério de Quimica Farmacéutica e Medicinal da Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP Araraquara. Foram utilizados 20

compostos derivados sintéticos furoxanicos e benzofuroxanicos, cuja a

estrutura quimica e a nomenclatura sdo apresentadas no Quadro 4.

Quadro 4. Estrutura quimica dos derivados benzofuroxanos e furoxanos

testados nos ensaios

Compostos Cédigo Nome IUPAC
2 o 6-formilbenzolc][1,2,5]
NZ 1 oxadiazol 1-6xido
H = \
o)
~
3 (E)-6-((2-(4-
o a; 2 nitrobenzoil)hidrazona)metil)benzo[c][1,2,5]oxad
: Q( FC%N iazol 1-6xido
HN—N
(6]
N 5 (E)-6-((2-
| / 3 isonicotinoilhidrazona)metil)benzo[c][1,2,5]oxadi
Y HN_ s N L
N Z\ azol 1-6xido
o]
(e} \N/
X - 4 (E)-4-((2-isonicotinoilhidrazona)metil)-3-metil-
| " 1,2,5-oxadiazol
Z NS
: Nvo
! \_/
: 5 3,4-bis(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol 2-6xido
y /o o\
o/ Hs\o
JoN
N
5 6 (E)-6-((2-carbamoilhidrazona) metil) benzo [c]
HN i / [1, 2,5] oxadiazol 1-6xido
TS
o
0 \N/
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0 7 (E)-6-((2-carbamothioilhidrazona) metil) benzo
w M ! [c] [1, 2,5] oxadiazol 1-6xido
\H/ . _ \o
S \N/
8 (E)-3-((2-carbamoilhidrazona) metil)-4-fenil-1,
H " 2,5-oxadiazol 2-6xido
Ny \”/ 2
RS
Ny Do °
Coffs0g 9 (E)-4-(2-((2-(2-hidroxibenzoil) hidrazona) metil)
_O\N)YO 0 fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1, 2,5-oxadiazol 2-6xido
NN ' JL :
H
i HO
0 N, 10 (E)-4-(3-((2-(2-hidroxibenzoil) hidrazona) metil)
N | /N\or fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1, 2,5-oxadiazol 2-oxide
H 80.Cets
Ot
o N/o\ 11 (E)-4-(2-((2-(4-hidroxibenzoil) hidrazona) metil)
i | /N+\O— fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1, 2,5-oxadiazol 2-6xido
”/ N 0
i SO,
HO
CeHs028 O 0 12 (E)-4-(4-((2-(3-hidroxibenzoil) hidrazona) metil)
O/N?/_\il Ny fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol 2-6xido
0 i H
OH
oS 13 (E)-4-(4-((2-(4-hidroxibenzoil) hidrazona) metil)
s’ ] ° 0 fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1, 2,5-oxadiazol 2-6xido
\O/N /N\u
f OH
0 14 (E)-4-(3-((2-(3-hidroxibenzoil) hidrazona) metil)
N Jj@ fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1, 2,5-oxadiazol 2-6xido
O\N)Y° i B
N
o 15 (E)-4-(3-((2-(3-hidroxibenzoil) hidrazona) methil)
o )\Hk@ phenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol 2-6xido
CHOS\(gN "
} O/ OH
J/
O o 16 (E)-5-(4-hidroxistiril) benzeno-1,3-diol
HO I S
o 17 (E)-6-((2-(2-hidroxibenzoil)hidrazona)metil)-2H-
. /° benzo[d]Jimidazol 1-6xido
N =
[ )
s 18 (E)-6-((2-(3-hidroxibenzoil) hidrazona) metil)-

2H-benzo [d] imidazol 1-6xido
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19 (E)-6-((2-(4-hidroxibenzoil)hidrazona)metil)-2H-
benzo[d]imidazol 1-6xido
=
\>

J\O\ fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol 2-6xido

O/Q/

Todos os compostos usados nos ensaios foram previamente
caracterizados por métodos analiticos, incluindo ressonancia magnética
nuclear (RMN), espectrofotometria na regido do infravermelho e
espectrometria de massas. A pureza dos compostos usados nos ensaios foi
previamente determinada por cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE) e

se mostrou superior a 98.5%.

3.2. Ensaios microbiolégicos

O estudo do efeito antimicrobiano foi realizado no Laboratério de Controle
Biolégico de Medicamentos e no Nucleo da Protéomica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — UNESP Araraquara.

Para os ensaios antimicrobianos foram utilizadas as cepas padrao

bacterianas e fungicas conforme quadro abaixo:

Tabela 1. Cepas bacterianas e fungicas

Cepas bacterianas Cepas fungicas Antimicrobiano
Gram+ ATCC Candidas/Cryptococus ATCC Gram +
Staphylococcus 25923 Candida albicans 64548; Imipenen
aureus 90028
S. epidermides 12228 C. kruzei 6258 Imipenen
P. acnes 2592 C.glabrata 90030 Cefazolina
C. tropicallis 750
Gram- ATCC C. paropsilosis 90018 Gram -
Escherichia coli 25922  Cryptococcus neoformans 56990 Aztreonan
Pseudomonas 27853 C. gatti 9012 Aztreonan

aeruginosa

20 (E)-4-(3-((2-(4-hidroxibenzoil) hidrazona) metil)
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Os meios de cultura utilizados para o crescimento dos microrganismos
foram: caldo triptona de soja (TSB) para S. aureus, S. epidermides, E. coli e
P. auruginosa.Caldo Sabouraud Maltose foi utilizado para Cryptococcus,
caldo reforcado para Clostridium para P. acnes,RMPI| para as espécies de
Candida. Agar sabouraud, Agar Triptona de Soja e agar bacterioldgico na
preparagcdo dos meios de crescimento solido do microrganismo.
As preparagbes dos meios de cultura foram feitas seguindo as
recomendacgdes do fabricante.

3.2.1. Preparo das solugoes

Uma solugdo contendo 4% dimetilsulféxido (DMSO) foi utilizada para
diluir um miligrama (1 mg) de cada composto avaliado, obtendo concentragao
final de 100 pg/mL. Essa mesma solugdgo de DMSO foi utilizada como
controle negativo. A concentracdo de DMSO usada nos ensaios nao teve
nenhum efeito significativo sobre o crescimento dos microrganismos quando
testada isoladamente conforme evidenciado pelos controles usados nos
experimentos. Cada composto foi analisado utilizando diluicdes seriadas.
Exceto o composto 15, que apdés demonstrar-se mais ativo foi analisado em
concentragdes maiores 50 a 0.03 pg/mL a fim de se determinar com precisédo
a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento do microrganismo.
Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata e sédo resultados de, no
minimo, trés experimentos diferentes.

Os controles positivos foram também diluidos & concentragao de 100
Mg/mL, as excegdes foram a anfotericina B e o fluconazol,

respectivamente,16 ug/mL e 130 ug/mL.

3.2.2. Preparo do in6culo para cepas bacterianas

No fluxo laminar o microrganismo foi inoculado em tubo de ensaio e
incubado na estufa a temperatura de 35°C + 2 por 18 a 24 horas. Para as
cepas fungicas, a temperatura foi de 37°C e o tempo de incubagéo do inéculo
foi o mesmo para ambos microrganismos (bactéria e fungos). No caso do P.
acnes foi usada uma jarra com o intuito de gerar um ambiente de

anaerobiose propicia ao crescimento do microrganismo, pela inclusdo de um
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gerador de anaerobiose embebida em 30 mL de agua destilada e na
presenga de uma fita indicadora que através da mudanga de cor (azul —
branco), confirmou o ambiente anaerdbio, apds incubagao da jarra a 37°C
por 48 horas.

Figura 2. Jarra de anaerobiose.

Fonte: DELGADO, 2017.

3.2.3. Estoque e manutencgao das cepas bacterianas

Todas as cepas foram repicadas periodicamente e mantidas a 8°C
para 0 uso nos ensaios. Para o P. acnes a cepa bacteriana foi conservada
em meio liquido acrescido de solugao glicerol - salina e armazenada a - 5°C
Para os ensaios, as cepas foram repicadas em meio adequado e incubados
conforme necessidade do microrganismo em tempos de incubagdo que

variaram de 18 a 48 h.
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3.2.4. Padronizagao da suspensao bacteriana

As suspensodes bacterianas foram padronizadas a partir de uma
cultura de 18 a 24 h para o S. aureus, S. epidermides, E. coli e P. aeruginosa.
Estas suspensées com o respectivo microrganismo foram lidas no
espectrofotometro a 580 nm de transmitancia, e posteriormente diluidas em
meio de cultura até obter uma transmitancia de 25% + 2, correspondendo a
concentracdo de aproximadamente 1 x 10® Unidades Formadoras de
Colbnias por mililitros (UFC/mL).Posteriormente, dilui-se na porgcdo de1/20
em meio de cultura, obtendo-se suspensdo de 5 x 10° UFC/mL, a qual foi
utilizada nos ensaios. Para o caso do microrganismo P. acnes a suspensao
bacteriana foi padronizada a partir de uma cultura incubada por 48 horas
mantida em condicbes de anaerobiose e obtendo-se uma suspensao

equivalente a 2 x 10° UFC/mL, a qual foi utilizada nos ensaios.
3.2.5. Teste de Microdiluicao

A Concentracao Inibitoria Minima (CIM) foi determinada pela técnica
de diluigio em caldo em microplacas (96 orificios) de acordo com a
metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira (V edicdo) e segundo a
normativa M7-A6 da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003)
para as bactérias aerdbicas. Para a bactéria anaerdbica houve modificagbes
na concentragao final de bactérias, para a realizagdo do ensaio, conforme
descrito previamente (RYU et al., 2015).

Em capela de fluxo laminar foram adicionados aos orificios da
microplaca estéril e descartavel, 80 uL de meio de cultura. No primeiro orificio
de cada coluna foi adicionada 100 pL da solucdo dos compostos na
concentracao de 100 pg/mL, foi homogeneizada e feita a diluicdo seriada das
concentragdes que variaram de 50 a 0. 39 ug/mL (linha A até a G). Por fim,
foi adicionada 20 pL da suspenséo de microrganismo em cada orificio, exceto
no orificio controle do meio de cultura. Na mesma placa foram realizados o
controle de crescimento bacteriano, o controle dos compostos testados, o
controle negativo (solvente) e o controle do farmaco referéncia antimicrobiano
(controle positivo). Em cada microplaca foram testados 8 compostos. Os

ensaios foram feitos em triplicata e repetidos trés vezes nas semanas
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seguintes. As microplacas foram incubadas por 24 horas no caso das

bactérias aerdbicas e a anaerdbica por 48 horas e em condigcdes propicias.
A Figura 3 mostra esquematicamente o teste realizado na microplaca

para as bactérias Gram-positivas e negativas aerobicas.

Figura 3. Fluxograma para a determinagao da CIM pelo metédo de
microdiluicao

Da coluna 5a 12 amosiras tesiadas da
conceniragio de 50 a 0,39 pgf mL

B ncubacaoc 24h
Meio de cultura (Caldo TSB)

Transmitancia de 2522 a 580 nm Inéculo 5 x 10°

Fonte: DELGADO, 2017.

3.2.6. Leitura dos testes

Apods a incubagao as microplacas foram submetidas a analise visual
utilizando como revelador 0.03 mL de solugéo de resazurina (100 pg/mL), em
cada orificio da microplaca. Apos duas horas de incubacgao, a presenca de
cor azul representou auséncia de crescimento, e a cor rosa indicou a

presenga de crescimento bacteriano (PALOMINO et al., 2002).

3.3. Avaliagao da atividade antifungica

3.3.1. Padronizacao da suspensao antifungica

Inicialmente o fungo Candida albicans foi semeado em Agar Sabouraud

dextrose e mantido a 37°C por 24 horas. Em seguida, de 3 a 5 colbénias foram
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inoculadas no caldo Saboraud dextrose fresco e mantido em agitagao a 100
rom a 37°C até a C. albicans alcangar a fase logaritmica. Em seguida, as
células foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos, lavadas com solugao
tampéao fosfato-salino (PBS) (NaCl, KCI, Na;HPO4 e KH,PO4) a fim de
remover o excesso de meio de cultura, e por fim as leveduras foram
suspensas em PBS até obter uma concentracdo celular de 2.5 x10°
células/mL.

As mesmas condigdes foram aplicadas para o fungo Cryptococcus
neoformans e gatti. Entretanto o tempo de crescimento do fungo foi de 48

horas e a temperatura de incubacao foi de 30°C.

3.3.2. Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima

A CIM foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas de 96
orificios de acordo com as metodologias da norma descrita na M27-A2 do
CLSI (2002) para as espécies de candida e a M27- A3 do CLSI para as
espécies de Cryptococcus.Cada orificio da microplaca foi preenchido com
100 pL de RPMI suplementado com 2% de glicose, exceto no controle do
meio que é preenchido com 200 uL de RPMI (que é o volume final que deve
conter cada pogo). Em seguida foram acrescentados 100 pyL das solugdes
dos compostos furoxanos e benzofuroxanos, solubilizados em DMSO e meio
de cultura e realizada a diluigdo seriada com pipetador multicanal em
concentragdes que variaram de 0.39 a 50.00 pg/mL. Adicionalmente, foram
distribuidos 100 pL da suspensdao de levedura em cada orificio da
microplaca. Como controle positivo utilizou-se a anfotericina B na
concentragado de 16 ug/mL para as espécies de Candida e para as espécies
de Cryptococcus o fluconazol na concentragao de 100 pg/mL. Também foram
realizados o controle do meio de cultura, o controle de crescimento
bacteriano, o controle dos compostos sintetizados e o controle negativo
(solvente). As placas foram incubadas a 37° (C. albicans) ou 30° (C.
neoformanse C. gatti) sob agitagao por até 48 horas.

Apds a incubagcao das microplacas, estas foram submetidas a analise
visual em que presenga da turvacdo ou a formagdo de aglomerados de

células no fundo da cavidade da placa do meio indicaram o crescimento do
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microrganismo € a nao turvacdo (limpidez) indicou a inibicdo do

microrganismo pelo composto testado.

3.4. Ensaios de liberagao de 6xido nitrico - determinagao quantitativa
de nitrito

O ensaio de detecgao quantitativa de nitrito foi realizado pela Dra.
Priscila Longhin Bosquesi da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Campus
de Araraquara, da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho
(UNESP).

Procedimento

A uma solu¢cdo de DMSO contendo as moléculas de interesse (20 pL),
foram adicionados 2 mL de tampao fosfato de potassio (pH 7,4) 50 mM
contendo 5 mM de L-cisteina. A concentracéo final em cada tubo foi de 10
M. Apés 1 hora a temperatura de 37°C, 500 pL de reagente de Griess foram
adicionados e esta reacdo foi mantida por 10 minutos em temperatura
ambiente para que ocorresse a reacao. A absorvancia foi medida em 540 nm
usando espectrofotdbmetro UV-2501 PC Shimadzu. Os resultados foram
expressos em porcentagem de nitrito (NO2) mol/mol + desvio padréo,
calculados pela relagdo entre o numero de mols de NO, detectados e o

numero de mols das moléculas avaliadas.

Preparacéo do tampéao fosfato 50mM (pH 7,4) contendo 5 mM de cisteina

Conforme procedimento adotado, solubilizou-se 680 g de fosfato de
potassio monobasico e 600 mg (5 mM) de cisteina em 80 mL de agua
destilada. O pH da solugéo foi ajustado para 7,4 com hidréxido de sédio 10%
ou acido cloridrico 10%. Completou-se o volume, em baldo volumétrico

protegido da luz, para 100 mL com agua destilada.

Preparacao do reagente de Griess

Quatro gramas de sulfonilamida, 0,2 g de dicloridrato de N-naftil
etilenodiamina, 20 mL de agua destilada e 10 mL de acido fosférico 85%
foram adicionados a baldo volumétrico de 100 mL, sendo o volume final

completado para 100 mL com agua destilada.
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Preparacao da curva analitica

Solugdes padrao de nitrito de sédio (10-80 nmol/mL) foram usadas
para construcdo da curva analitica. A cada concentracdo da curva foi
adicionado o reagente de Griess e esta mistura foi mantida em repouso a
temperatura ambiente por 10 minutos. Os valores de absorvéncia foram

medidos em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540 nm.

Ensaio com o PTIO

O PTIO ou o 2-(4-carboxifenil)-4, 4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-
oxido ou ainda (carboxi-PTIO) é um sequestrador de NO (CAO ; REITH,
2002) e foi usado no ensaio com o objetivo de avaliar a atividade dos
compostos na presenga de um sequestrador de NO.

3.5. Ensaios de citotoxicidade e de inibicao da liberagao de citocinas
TNF-a e IL-1B

Os ensaios sobre a viabilidade dos macréfagos foram realizados no
laboratério de Imunologia do Departamento das Analises Clinicas da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP Araraquara.

3.5.1. Animais

Para o ensaio anti-inflamatorio in vitro os animais foram obtidos do
biotério central do CEMIB — Unicamp. Foram utilizados 12 camundongos
adultos Swiss albino, machos, com 6 semanas de vida, enquanto que no
ensaio anti-inflamatério in vivo foram utilizados 24 camundongos fémeas da
linhagem Balb ¢/ nude de seis semanas de vida provenientes do Biotério
Central/FMUSP.Os animais foram mantidos em caixa plastica sobre ciclo
claro-escuro (12h/12h) com temperatura controlada (22 £ 2°C), no biotério do

Departamento das Analises Clinicas e no biotério do Departamento de
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Farmacos e Medicamentos respectivamente. Para realizacao destes ensaios,
foi obtida aprovacdo prévia pelo Comité de Etica e Pesquisa nos Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP Araraquara, sob
protocolo CEUA/ FCF/Ar n° 20/ 2016 (Anexo |I) e CEUA/ FCF/CAr n® 53 /
2016 (Anexo Il) respectivamente. Todos os experimentos foram realizados de
acordo com os guias atuais de cuidados de animais de laboratério e guias
éticos para experimentos em animais e todos os esfor¢gos foram tomados a

fim de minimizar o sofrimento.

3.5.2. Obtengao dos macréfagos peritoneais

Foi inoculado 3 mL de solug&o de tioglicolato de sodio a 3% nos animais
por via intraperitoneal. Apés 72h deste procedimento, os animais foram
eutanasiados em camara de CO,. O peritbnio destes animais foi exposto em
fluxo laminar para a retirada do exsudato peritoneal, que foi lavado com 5,0
mL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) estéril na porcao
mediana superior do abdémen, com auxilio de seringas e agulhas estéreis.
Foi realizada uma leve massagem manual e as células do exsudato foram
coletadas com a seringa e dispensadas em tubo cénico estéril para preparo
da suspensao celular. As células do exsudato peritoneal foram lavadas trés
vezes com 5 mL de PBS e centrifugadas por 5 minutos em centrifuga a 2000
rom a temperatura ambiente. O sedimento foi ressuspendido em meio de
cultura RPMI-1640 completo contendo 5% de PBS, B-mercaptoetanol (100
ML), penicilina (200 pL), estreptomicina (100 L) e soro fetal bovino (10 mL).O
numero de células foi determinado em camara hemocitométrica de Neubauer
utilizando o corante liquido de Lazarus. Ajustou-se as células a concentracao
ideal para cada ensaio em meio de cultura RPMI-1640-C. Posteriormente, as
células do exsudato peritoneal foram distribuidas em placas e incubadas a 37
°C por uma hora em estufa com tensao constante de CO, para a aderéncia
dos macrofagos. As células n&o aderentes foram retiradas com lavagens com
meio de cultura RPMI-1640.
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3.5.3. Ensaios de viabilidade de macréfagos

Para a realizagao dos ensaios de viabilidade de macréfagos foi utilizada a
técnica de MTT cuja metodologia foi descrita por MOSMAN em 1983.
Utilizou-se microplacas de 96 cavidades, os quais foram incubados
suspensdes celulares (100 uL por cavidade), na concentragdo de 5x10°
células/mL durante uma hora para a aderéncia celular. O composto testado
foi diluido em 10 yL de DMSO e meio RPMI, obtendo concentracdo de 200
pMg/mL, a qual foi usada nos ensaios. As placas foram incubadas por 24 horas
a 37°C. Apd6s o tempo de incubacdo, o conteudo da placa foi vertido;
adicionou-se a cada orificio 100 uL de solucdo de MTT na concentracédo de
1g/mL. A placa foi incubada por 3 horas a 37°C. ApOs esse periodo, o
conteudo da placa foi vertido e 100 pyL de alcool isopropilico ou SDS foram
adicionados a cada orificio.

Como controle positivo foi utilizado o LPS 1 ug/mL (300 pyL) e como
controle negativo, o meio de cultura RPMI-1640-C (300 pL).Utilizou-se no
teste apenas o composto que apresentou melhor valor de CIM contra o P.
acnes (E)-4-(3-((2-(3-hidroxibenzoil) hidrazona) metil) fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-
1,2,5-oxadiazol-2-6xido- composto 15).A solugdo do composto foi preparada
na concentragdo de 200 pg/mL. A leitura da absorvancia foi realizada em
espectrofotobmetro a 540 nm. A ICsy concentracdo capaz de matar 50% das
células foi calculada a partir da regresséo linear dos valores obtidos.

3.5.4. Determinagao quantitativa da inibigao das citocinas

Os sobrenadantes do meio de macrofagos foram coletados,
aliquotados em eppendorfs e estocados em freezer a -80°C. Em seguida,
procedeu-se a determinacao das citocinas através do teste imunoenzimatico
ELISA de captura. Quantificou-se as citocinas TNF-a e IL-1B. Os
procedimentos dos kits da BD Bioscience foram realizados de acordo com as
instrucdes dos fabricantes. As placas de 96 orificios foram adsorvidas em 100
ML do anticorpo de captura monoclonal, anti-citocina de camundongo, na
concentracdo apropriada a cada citocina em PBS pH 7,0 e incubadas

overnight a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas 3 vezes com
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solugdo tampé&o de lavagem (PBS pH 7,0 contendo 0,05% de Tween 20) e
bloqueadas com 200 pL/cavidade de PBS pH 7,0 contendo 10 % de diluente
de ensaio a temperatura ambiente por 1 hora. Apds incubagao, as placas
foram lavadas novamente 3 vezes com solugcdo tampdo de lavagem e em
seguida foram adicionados 100 yL por cavidade do padrao das citocinas ou
dos sobrenadantes das culturas de células. Posteriormente, as placas foram
incubadas a temperatura ambiente por 2 horas e lavadas 3 vezes com
tampéao de lavagem. Em seguida,foram adicionados 100 yL por cavidade de
anticorpo anti-citocina de camundongo marcado com biotina e diluido a
concentracido adequada de cada citocina no diluente de ensaio. As placas
foram incubadas por mais 2 horas a temperatura ambiente e lavadas mais 3
vezes, seguidamente foram adicionadas 100 uL do conjugado peroxidase-
estreptavidina (diluido a concentracdo adequada para cada citocina em
diluente de ensaio) em cada cavidade eincubadas por mais 30 minutos a
temperatura ambiente.ApOs este periodo as placas foram lavadas 3 vezes
com solugdo tampdo de lavagem e em seguida adicionadas 100 pL do
substrato [10 mM de tampao citrato-fosfato, contendo 0,4 mM de
tetrametilbenzidina e 1,2 mM de H,0O, a cada cavidade. Por fim a reacao foi
interrompida com 50 pL de H,SO4 2N (solugédo stop) a cada cavidade e a
absorvéancia foi lida em 450 nm com filtro de referéncia em 570 nm em
espectrofotobmetro UV/visivel para microplacas. As concentragcdes de cada
citocina foram quantificadas através de curva padrdo previamente

estabelecida com quantidades conhecidas.

4. Ensaio anti-inflamatoério in vivo
4.1. Ensaio in vivo

Foram utilizados camundongos Balb/c nudes, uma vez que
camundongos sem pelos sdo bons modelos para estudos de cicatrizagéo de
lesbes de pele, como por exemplo, aquelas associadas a acne (ARAUJO,
2014). Neste estudo foi inoculado por via subcutanea no dorso do animal 20
ML de uma suspensao bacteriana do Proprionobacterium acnes (ATCC 2592)

(10° Unidades Formadoras de Coldnias - UFC) previamente reativados em
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condicbes de anaerobiose. Apds 2 dias, foi observada a presenca de lesao
do microrganismo. Constatada a presenga das lesdes, realizamos o
tratamento aplicando por via topica a formulagdo contendo o composto mais
ativo (15). Os controles positivos foram realizados com dois produtos
comerciais (creme Acnezil® e o gel Clean & Clear®) e como controle negativo
a formulacdo creme base. As analises macroscopicas foram realizadas
medindo diariamente com paquimetro, ja as analises histologicas foram
realizadas para determinar o grau e tipo de inflamacé&o. Ao final do tratamento
(14 dias) os animais foram sacrificados e as lesdes de aproximadamente 0.5

mm de didmetro foram removidas pela retirada da pele.
4.2. Grupos de animais e formulagoées

Os animais foram divididos em 6 grupos contendo 4 animais cada. Apos
inducdo da inflamagdao os animais foram tratados com cada uma das

formulagdes conforme descrito no Quadro 5.

Quadro 5. Formulagoes testadas.

Grupos Formulagdes
Grupo 01 Creme base (5 g)
Grupo 02 Creme base + Composto 15 na

concentracao de 2%

Grupo 03 Creme base + Composto 15 na

concentracao de 5%

Grupo 04 Creme comercial Acnezil® contendo 5

% de peréxido de benzoila

Grupo 05 Gel comercial Clear &
Clean®contendo 3% do AS

Grupo 06 Gel associado a 2% do composto 15
+ 3% de AS

As formulagbes do gel (Quadro 7) e creme (Quadro 8) foram
preparadas no Laboratorio de Cosmetologia da Faculdade de Ciéncias
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Farmacéuticas — UNESP — Araraquara, com colaboracdo do Prof. Dr. Marcos
Corréa. Para os experimentos in vivo, foi utilizado aproximadamente 48 mg
de cada formulagao no tratamento das lesdes nos diferentes camundongos e
foi medido o pH das formulagbes (quadro 9).

Quadro 6. Constituintes da formulagao gel

Constituintes Concentragao
Hidroxietilcelulose (natrosol) 2%
Detoxido de glicol (Trivalin) 40%

Acido salicilico 3%

Composto 15 2%

Agua gsp 20g

Técnica de preparacao do gel
A quantidade adequada de AS (3%) e o composto 15 (2%) foi

dissolvida em trivalin. Posteriormente, foi acrescentado agua e a mistura foi

aquecida em banho Maria (60 °C). Em seguida, acrescentou-se o natrosol e a
mistura foi aquecida novamente até obtengédo de um gel.
Creme Base
Foram utilizados os constituintes listados no Quadro 8. Para as
formulagbes contendo o composto ativo (15) a 2 e 5%, houve solubilizagao
previa deste em trivalin e posterior incorporagdo a emulséo.

Quadro 7. Constituintes da formulagao

Constituintes Concentragao

Oleo de girassol, acido poliacrilico e 2%

selitil acido caprico (Emulfeel)

Adipato de Dibutila 2%
T.A. Caprico C. 3%
Chemiynol 3%

EDTA Na, 3%
Detoxido de glicol (Trivalin) 2%

Agua gsp 100 g
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Quadro 8. pH das formulagées testadas

O pH das formulagdes foram as listadas no quadro abaixo:

Formulagoes pH
Creme base 5
Creme a 2% do ativo 5
Creme a 5% do ativo 5
Gel a 2% ativo e 3% AS 3

4.3. Estudo histopatologico

O processamento das pecas foi realizado no Laboratério de
Estomatopatologia da Faculdade de Odontologia — UNESP — Araraquara,
com colaboragao do Prof. Dr. Cleverton Roberto de Andrade. Foi analisada a
pele de todos os animais avaliados no ensaio. Os érgéos foram removidos e
fixados em solugao de formalina a 10% tamponada por um periodo minimo
de duas horas e maximo de 48h horas. Apos este periodo, os érgaos foram

transferidos para alcool 70% até o processamento histolégico.

4.3.1. Processo de desidratacao e parafinizagao

O processamento histolégico envolve a desidratagdo (concentragdes
crescentes de alcool) dos drgdos com posterior substituicdo por xilol
(crescentes concentragdes) e, por fim, parafina de inclusdo. O processo todo
se inicia com a lavagem dos tecidos com a finalidade de remover residuos de

formol (12 horas em agua corrente).

4.3.2. Cortes histolégicos - micrétomo

Os tecidos, devidamente emblocados em parafina (Figura 4), foram
seccionados em micrétomo rotativo na espessura de 5 um. Na sequéncia, as
ldminas obtidas foram mantidas em estufa a 60°C por 12 horas com o
objetivo de remover o excesso de parafina. Os érgéaos foram analisados

como um todo por meio de cortes seriados de 3 mm de didametro.
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Figura 4. Cortes emblocados em parafina

Fonte: Delgado, 2017.

4.3.3. Processo de coloragao histopatologica

Duas coloragdes foram realizadas a coloragdao padrao para a analise
histopatoldgica dos 6rgéaos foi a de hematoxilina & eosina (H&E) e a de
picrosirios, especifica para colagenos. Os dois processos envolvem a
retirada da parafina utilizando xilol, substituicdo por alcool e posterior
reidratagédo (desparafinizagao). No caso da coloragao de picrosirios cora em
solugao de Sirius red, contracorando com hematoxilina de Harris. Desidrata-
se novamente com etanol absoluto e clarifica-se em xileno. A montagem da
laminula é feita usando resina e laminula. Na coloragdo por H&E, apds
desparafinizacdo os cortes foram desidratados novamente passando pelo
xilol, por fim realizou-se, a montagem das laminas utilizando Permont (R) e

laminulas de vidro.

4.3.4. Anadlises histopatolégicas

Os tecidos foram analisados em objetivas de 10, 20x e 40x a fim de
avaliar a presenca de resposta inflamatério. A inflamacgéao foi avaliada quanto
a presencga de infiltrado inflamatoério de superficie e do tecido conjuntivo que
foi classificado quanto ao tipo em (agudo, misto e cronico) e quanto a
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intensidade em (leve, moderado e intenso). Foi analisado também as
alteragdes verificadas no colageno, a presenga de cisto, o aumento da
camada espinhosa da epiderme (acantose) e a presenca de comedo aberto
caracterizando a inflamagao presente. As alteragdes histoldégicas em cada
grupo foram avaliados semiquantitativamente com base numa escala de 3
pontos:

Alteracdo muito frequente em todos os animais (++++), alteragao
relativamente comum em todos os animais (+++) alteragao rara (++), verificou
uma alteracdo em alguns animais (+) e uma alteracao rara/ausente em um

grupo (+/-).

5. Analise estatistica dos resultados

Os dados dos resultados obtidos foram comparados usando o teste de
ANOVA seguida pelo teste de Dunnet. Os testes estatisticos foram realizados
com o software estatistico PRISMA e considerados estatisticamente

significantes valores de P<0.05.
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6. Resultados e Discussao

A terapia atual para o tratamento da acne ainda apresenta limitagdes haja
visto a complexidade de fatores envolvidos na doen¢a. Na maioria dos casos,
a efetividade do tratamento sé pode ser avaliada apés 6 a 8 semanas, e
geralmente, no inicio da terapia a doenga pode ser agravada. Associado a
estes aspectos, o desenvolvimento de cepas P. acnes resistentes aos
antibidticos atuais tornam o quadro mais complexo, levando a baixa
resolutibilidade da doenca (NEVES et al, 2015). Neste aspecto, a busca de
novos farmacos que atuem por mecanismos multiplos de acédo, e que
apresentem, por exemplo, associagcdo de efeitos antimicrobianos e anti-
inflamatdrios parece ser uma alternativa promissora. Neste trabalho, foram
avaliados os efeitos antimicrobianos, anti-inflamatérios e a capacidade de
liberacdo de oxido nitrico de compostos furoxanos e benzofuroxanos. A
apresentacao dos resultados e a discussdo de cada uma dessas atividades

sera realizada separadamente, a seguir.

Atividade antimicrobiana

Neste trabalho, através de uma triagem fenotipica contendo 20 moléculas
obtidas da biblioteca de moléculas do laboratério de Quimica Farmacéutica e
Medicinal da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP Araraquara foi
investigado o efeito antimicrobiano contra P. acnes. Além disso, a fim de
investigar o espectro de agdo dos novos compostos, também foi realizado
ensaios contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos.

A atividade antimicrobiana dos compostos foi determinada pela
Concentragao Inibitéria Minima, cujo os valores estdo expressos na Tabela 1.
Os compostos foram avaliados pela técnica de microdiluigdo em placas. A
técnica de microdiluicio €& uma técnica amplamente utilizada e ¢é
extremamente vantajosa, uma vez que se trabalha com quantidades
minimas. Além disso, € uma técnica de baixo custo, simples, rapida e 30
vezes mais sensivel que outros métodos usados na literatura, € de alto
rendimento, permitindo determinar a CIM dos produtos em estudo que é
definida como a menor concentracdo da substancia sob estudo capaz de

inibir o crescimento de 90% dos microrganismos (ELOFF et al., 1998).
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A resazurina usada na revelagdo dos ensaios € um indicador de
oxidagcao-reducdo utilizado para a avaliacdo do crescimento celular,
especialmente em varios ensaios de citotoxicidade. E um corante azul ndo
fluorescente e ndo toxico, que se torna rosa e fluorescente quando reduzido a
resorufina por oxidorredutases dentro de células viaveis.Por sua vez, a
resorufina é reduzida para a hidroresorufina (incolor e nao fluorescente)
(SARKER et al., 2007). No entanto, s6 se quantifica a redug&o da resazurina

a resorufina.

Tabela 2. Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos 20 compostos

furoxanos e benzofuroxanos avaliados contraasbactérias

Compostos S.aureus S.epidermides P. acnes E.coli P.aeruginosa
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
1 >50.0 50.0 50.0 >50.0 >50.0
2 >50.0 >50.0 25.0 >50.0 >50.0
3 50.0 >50.0 50.0 >50.0 >50.0
4 >50.0 >50.0 50.0 >50.0 >50.0
5 50.0 50.0 >50.0 >50.0 >50.0
6 >50.0 50.0 >50.0 >50.0 >50.0
7 >50.0 50.0 >50.0 >50.0 >50.0
8 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0
9 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0
10 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0
11 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0
12 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0
13 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0
14 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0
15 >50.0 >50.0 0.2 >50.0 >50.0
16 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0
17 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0
18 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0
19 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0
20 25.0 12.5 >50.0 >50.0 >50.0
Controles <0.4 <0.4 0.4 <0.4 <0.4
(imipenen) (imipenen) (cefazolina) (aztreonam)  (aztreonam)

Os resultados da Tabela 1 expressam a Concentragao Inibitéria Minima
(CIM) frente a cada cepa bacteriana (Gram-positiva e Gram-negativa)
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testada. Em todos os experimentos os controles: positivo, meio de cultura,
crescimento microbiano e solventes com e sem o indculo se apresentaram de
maneira adequada e dentro das expectativas. Os resultados de CIM
mostraram que dos 20 compostos testados contra as bactérias Gram-
positivas e negativas apenas 9 foram capazes de inibir o crescimento dos
microrganismos testados.

Os compostos 1,3 e 4 apresentaram um valor de CIM de 50 pg/mL contra
o P. acnes. Ja o composto 2, apresentou valor de CIM de 25 pug/mL. O
composto mais ativo, entretanto, foi o [(E)-4-(3-((2-(3-
hidroxibenzoil)hidrazona)metil)fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1,2,5-oxadiazol-2-6xido]
(composto 15) que apresentou o surpreendente valor de CIM de 0.2 pg/mL.
O valor de CIM para o composto 15 € inferior ao valor de CIM encontrado
para o farmaco controle a cefazolina, cujo valor encontrado foi de 0.4 pg/mL.
Esses dados permitem inferir que o composto 15 € um potente protétipo ativo
contra P. acnes.

Quanto as outras cepas bacterianas, se identificou para S. aureus os
compostos 3, 5 e 20 com valores de CIM compreendidos entre 25-50 pg/mL.
O composto 20 foi 0 mais ativo com valor de CIM igual a 25 pg/mL. Embora
sejam interessantes prototipos, para posterior modificagdo molecular, ainda
apresentam valores muito superiores ao controle imipenem utilizado (CIM <
0.39 ug/mL). No trabalho de Osoério e colaboradores (2011), foi avaliada a
atividade antimicrobiana de 10 hidrazonas contra a cepa de S. aureus ATCC
25922, e verificou-se que as cepas ativas apresentaram valores de CIM de
62.5 e 15.62 ug/mL, respectivamente para as hidrazonas (E)-N"-2-[(5-
nitrofurano-2-il)metileno]-benzohidrazida e a (E)-3, 4,5-trimetoxi-N"[(5-
nitrotiofen-2-il)metilenoj-benzohidrazida. Esses resultados s&o semelhantes
ao composto 20 do nosso estudo, que foi ativa contra a mesma cepa na
concentragéo de 25 pyg/mL.

Contra S. epidermides, identificou-se como sendo ativos os compostos 1,
5, 6, 7 e 20 com valores de CIM compreendidos entre 12.5-50.0 pg/mL. O
composto mais ativo foi o 20 com valor de CIM igual a 12.5 pg/mL.
Interessantemente, esse composto também foi o mais ativo contra S.aureus,

outra espécie Gram-positiva. Esse conjunto de dados sugere o potencial do
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composto 20 como protétipo antibacteriano, principalmente contra cepas
gram-positivas (exceto P. acnes).

Os compostos avaliados ndo apresentaram atividade contra cepas gram-
negativas de E.coli e P. aeruginosa, e os valores de CIM encontrados para
todas as moléculas foi > 50 pg/mL.

Os compostos avaliados foram capazes de inibir apenas microrganismos
Gram positivos.Especula-se que esta atividade esteja relacionadasa estrutura
da membrana celular, ja que na estrutura da bacteria Gram negativa que n&o
teve atividade, a membrana celular serve de barreira seletiva que controla a
passagem de algumas substancias, uma vez que a parede celular € mais
complexa e formada por menos peptideoglicanos (BROWN et al., 2015).

Os derivados furoxénicos sdo compostos geradores de 6xido nitrico (NO)
e espécies reativas de oxigénio (EROs) e tém sido amplamente estudados
como compostos com propriedades bioativas, principalmente antimicrobianas
(JOVENE et al., 2013; AMIR et al., 2015).Especificamente, acredita-se que o
efeito antimicrobiano ocorra devido a liberagdo do NO. Este 6xido nitrico
liberado é capaz de causar danos na membrana celular, quebras e lesdes no
material genético e aumento do estresse oxidativo na célula fungica ou
bacteriana, podendo promover assim a morte celular (HWANG et al., 1998).
A fim de estudar a contribuicdo do NO na atividade do composto 15 foi
realizado um ensaio em que esta molecula foi associada ao PTIO, e incubada
com O microganismo em concentragbes equimolares.O PTIO é
conhecidamente uma substancia com capacidade de sequestrar 6xido nitrico
do meio. Inicialmente, a hipétese era de que se o mecanismo de acdo do
composto 15 fosse exclusivamente pela doacdo de NO, esta atividade seria
abolida na presenca do PTIO. Entretanto, observa-se que, ao invés de abolir
a atividade,houve apenas redugédo desta, ou seja, para o composto 15 a CIM
inicial de 0.2 ug/mL passa a ser 0.4 pg/mL, na presenga de PTIO (Tabela 3).
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Tabela 3- Concentragao Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL do ensaio do

P. acnes na auséncialpresenga do PTIO

Compostos CIM (ug/mL)
Composto 15 0.20
Composto 15 + PTIO 0.40
Cefazolina 0.40

Este resultado demonstra claramente que o NO tem efeito importante no
mecanismo de agao contra P. acnes, mas o efeito antimicrobiano ndo deve
ser exclusivamente por conta deste mediador. Esses dados sédo coerentes,
haja visto que outros derivados furoxanicos contendo o mesmo grupo
fenilsulfonil do composto 15, como por exemplo, compostos 9-14, néao
apresentaram  efeito  significativo contra P. acnes. O grupo
fenilsulfonilfuroxano € conhecido como um potente doador de NO. Esperaria-
se que todos os compostos contendo esse grupo fossem ativos contra o P.
acnes, caso 0 mecanismo fosse apenas a doacao de NO.

Assim, esse conjunto de resultados permite inferir que o0 mecanismo de
acao do composto 15, embora necessite de NO, ndo é exclusivamente
dependente deste mediador. Desta forma, estudos adicionais sao
necessarios para desvendar o mecanismo de agao seletivo deste composto
contra P. acnes.

Apos a determinagdo do efeito antibacteriano, se pretendeu avaliar a
capacidade dos compostos em inibir o crescimento fungico, especialmente
contra espécies de Candida. Para tal, os compostos foram testados contra
Candida glabrata, Candida tropicallis, Candida parapsilosis, Candida krusei e
duas cepas de Candida albicans (Tabela 3). Devido a problemas
relacionados a solubilidade, avaliou-se apenas 13 dos 20 compostos
pertencentes a biblioteca inicial. Além da questdo da solubilidade, levou-se
em consideracao o efeito antibacteriano previamente caracterizado, a fim de

selecionar os compostos mais promissores.
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Tabela 4. Concentragao Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL dos 13
compostos analisados para cepas fungicas (espécies de Candida).

Compostos C.glabrata  C.albicans’ C.albicans’ C. krusei C.parapsilosis C.tropicallis
(Mg/mL) (ng/mL) (Mg/mL)  (ug/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1 12.5 3.1 12.5 0.8 1.5 6.2
2 >50.0 >50.0 >50.0 25.0 >50.0 >50.0
9 37.5 >50.0 >50.0 50.0 50.0 > 50.0
10 37.5 >50.0 >50.0 50.0 50.0 > 50.0
11 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0
12 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0
13 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 > 50.0
14 37.5 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 > 50.0
15 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0
17 >50.0 >50.0 >50.0 >50,0 >50.0 >50.0
18 >50.0 >50.0 50.0 >50.0 >50.0 >50.0
19 >50.0 >50.0 50.0 25.0 >50.0 >50.0
20 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 > 50.0
Anf.B 0.2

'Candida albicans ATCC 64548; “Candida albicans ATCC 900278

Os resultados de CIM da atividade antifungica dos 13 compostos testados
mostraram que 7 deles foram capazes de inibir pelo menos o crescimento de
um microrganismo.

Das moléculas avaliadas, o composto 1 que ja tinha apresentado
atividade antimicrobiana foi capaz de inibir em baixas concentragcbes o
crescimento de todas as cepas fungicas testadas. A CIM do composto 1
variou de 0.78 — 12.5 pg/mL nas cepas fungicas, sendo este mais ativo
contra Candida krusei (CIM = 0.8 ug/mL) e Candida albicans (CIM = 3.1
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pMg/mL). Apesar de ser um interessante protétipo, a labilidade metabdlica do
grupo aldeido presente nesta estrutura precisa ser estudada.

Contra C. glabrata os compostos mais ativos 1, 9,10 e 14 apresentaram
CIM variando entre 12.5 e 37.5 ug/mL. Contra C. albicans, as duas cepas
avaliadas apresentaram valores de CIM igual ou superior a 50 pg/mL,
demonstrando assim, baixo efeito contra essa espécie. Contra Candida
krusei os compostos mais ativos 1, 2 e 19 apresentaram CIM variando entre
0.8 e 25.0 yg/mL. Os compostos 9 e 10 apresentaram para esta espécie
valor de CIM igual a 50.0 pyg/mL. Contra Candida parapsilosis os compostos
mais ativos 1, 9 e 10 apresentaram CIM variando entre 1.5 e 50.0 pg/mL.
Finalmente, contra C. tropicallis os compostos nado foram ativos, a excecao
do composto 1.

De maneira geral, para todos os compostos ativos foi observado atividade
antifungica modesta e muito superior ao controle anfotericina B usado, que
apresentou CIM de 0.2 pg/mL. Os valores encontrados para anfotericina B
estdo de acordo com os dados disponiveis na literatura, uma vez que a
norma M27 — A2 do CLSI descreve para Candida spp. valores de CIMs da
anfotericina B variando entre 0.2 a 1.0 ug/mL.

Nossa hipdtese preliminar das diferengas na atividade observadas entre
as bactérias e a Candida seja em razdo das diferengas estruturais entre
essas células. Neste aspecto, os compostos parecem possuir atividade
antibacteriana melhor que a atividade antifungica. Apesar destes resultados,
decidiu-se avaliar a atividade antifungica contra espécies do género
Cryptococcus. Esta espécie de fungo apresenta em sua estrutura uma
capsula que impede que pequenas quantidades de substancias, a exemplo
dos farmacos, atravessem e exergam sua atividade. A criptococose € uma
micose sistémica causada por duas espécies do basidiomiceto encapsulado,
Cryptococcus neoformans e C. gatti, em que a capsula é constituida
essencialmente por polissacarideos (SEVERO et al., 2009).

A Tabela 5 mostra os valores de CIM encontrados para os compostos

avaliados.
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Tabela 5. Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos 13 compostos

avaliados contra cepas fuingicas da espécie de Cryptococcus

Compostos C. neoformans (pg/mL) C.gatti (ug/mL)
1 >50.0 >50.0
2 >50.0 >50.0
9 >50.0 >50.0
10 >50.0 >50.0
11 >50.0 >50.0
12 >50.0 >50.0
13 >50.0 >50.0
14 >50.0 >50.0
15 >50.0 >50.0
17 >50.0 >50.0
18 >50.0 >50.0
19 >50.0 >50.0
20 >50.0 >50.0

fluconazol 65.0 65.0

Quanto a CIM referente dos 13 compostos testados contra as cepas
fungicas de Cryptococcus neoformans e Gatti verificou-se que nenhum dos
compostos testados nos ensaios foi capaz de inibir o crescimento dos
microrganismos nas concentragcdes usadas. Isso talvez seja devido ao fato
que, a estrutura da capsula fungica possa impedir a entrada desses
compostos na célula. Do mesmo modo, o antifungico fluconazol sé foi capaz
de inibir o crescimento fungico na concentracdo de 65 ug/mL. Experiéncias
com os testes descritos na norma M27 — A3 do CLSI indicam que as CIMs do

fluconazol é maior que 65 pg/mL.
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Determinacdo quantitativa de nitrito — Ensaio de liberacdo de o6xido

nitrico

O o6xido nitrico, sob condicbes estaveis de temperatura e pressao,
encontra-se na forma gasosa. Além disso, devido ao carater radicalar,
apresenta alta reatividade o que dificulta a sua deteccdo. Quando em
solugdo, rapidamente reage com a agua e se oxida a nitratos e nitritos
(DUSSE et al., 2003). Assim, a quantificacdo de nitrito presente no meio é
uma maneira indireta de se avaliar a capacidade doadora de 6xido nitrico das
moléculas obtidas.

Este ensaio foi realizado de acordo com os procedimentos descritos
por Sorba e colaboradores (SORBA et al.,, 1997). Do ponto de vista
mecanistico, os ions nitrito formados no meio reagem com a sulfanilamida
presente no reagente de Griess, formando diazo compostos, através do
acoplamento com o dicloridrato de N-naftiletilenodiamina, o que leva a um
composto de coloracdo amarelo-avermelhada que pode ser quantificado por
espectrofotometria no ultravioleta no comprimento de onda de 540 nm.

Neste experimento, foi avaliada a capacidade de doacdo de NO pelo
composto  [(E)-4-(3-((2-(3-hidroxibenzoil)  hidrazona) metil)  fenoxi)-3-
(fenilsulfonil)-1, 2,5-oxadiazol-2-0xido (composto 15), identificado como
sendo o mais ativo no experimento contra P. acnes. Nossa hipotese é a de
que o efeito antibacteriano contra P. acnes seja em parte, devido a
capacidade de liberacdo de NO por parte deste composto. O aumento dos
niveis de NO poderiam promover estresse oxidativo, fazendo o composto
atuar de maneira semelhante ao peréxido de benzoila.

O perdxido de benzoila (PB) € um agente antibacteriano lipofilico,
eficaz contra P. acnes. No entanto, ele tem um valor alto de concentracao
inibitéria  minima (CIM: 150 pg/mL) (RYU et al, 2015). Friedman e
colaboradores (2012) demonstraram que o tratamento do P. acnes com PB
causa alguns danos para a parede celular e membrana citoplasmatica, tais
como perda da estrutura da parede celular normal e de agrupamento de
componentes lipofilicos da membrana em goticulas. Esta constatagédo sugere

que a atividade bactericida de PB contra P. acnes é devido a ruptura direta
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da parede celular bacteriana e da membrana citoplasmatica por radicais
livres gerados a partir do PB.

A Tabela 6 mostra os dados expressos em porcentagem de nitrito para
o composto 15 e o controle dinitrato de isossorbida (DNS) em ensaio

realizado na presenca de cisteina.

Tabela 6. Liberacao de éxido nitrico pelo composto [(E)-4-(3-((2-(3-
hidroxibenzoil) hidrazona) metil) fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1, 2,5-oxadiazol-
2-6xido] (composto 15) na presencga de cisteina (5mM) expresso em
porcentagem (n =3).

% nitrito (mol/mol) £
Compostos desvio padrao

(0}

/Ollllm- H \\

. N—o0o
TN J 9.95%0.8
]

(e}

Dinitrato de isosorbida (DNS)

20.1x1.7

As concentragdes de nitrito foram determinadas através da curva
analitica (y = 0, 0319x + 0, 0301; R? = 0,9962) usando espectrofotdbmetro
UV/visivel na concentracdo compreendida entre 0.5-80 nmol/L, utilizando o
Reagente de Griess. Dos resultados é possivel observar que o controle
dinitrato de isossorbida (DNS) apresenta capacidade de doagdo de Oxido
nitrico de 9.95%; enquanto o derivado furoxanico (composto 15) apresenta
20.1%.

Estes dados confirmam a hipotese de que este derivado furoxanico
pode atuar como doador de NO no meio. Ensaios realizados na auséncia de
cisteina demonstraram que o composto ndo foi capaz de liberar NO. Dessa
forma, o mecanismo de liberacdo de NO, parece ser dependente de cisteina
no meio. De fato, Cerecetto e colaboradores (1999), propuseram que a

liberacdo de Oxido nitrico pelos furoxanos acontece a partir do ataque
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nucleofilico do enxofre presente no residuo de cisteina ao atomo de
nitrogénio da subunidade N-6xido do anel furoxanico, conforme representado
na Figura 5 (CERECETTO et al., 1999).

Figura 5. Mecanismo proposto para doagao de éxido nitrico pelos
derivados furoxanicos.
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Fonte: Adaptado de SANTOS, 2009.

Atividade anti-inflamatdria: ensaios de viabilidade celular e inibicdo da

liberacdo de citocinas pro-inflamatérias

Ensaio de viabilidade celular usando macréfagos

A fim de caracterizar o efeito citotoxico do composto 15 foi realizado o
ensaio de viabilidade celular usando macréfagos murinos. Esta foi realizada
nas seguintes concentragdes, em ordem decrescente: 100, 50, 25, 12.5; 6.25;
3.12; 1.56; 0.78; 0.39¢ 0.19 e 0.09 pg/mL.

A viabilidade celular é um pardmetro muito importante no
desenvolvimento de novos farmacos, e neste ensaio o objetivo foi avaliar a
capacidade do composto 15 n&o causar citotoxicidade em células eucariotas.

Para o experimento, foi usado como revelador o MTT ((3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromidiotetrazolium). O fundamento do ensaio,
baseia-se na reducao do sal de tetrazolium MTT em formazan, que apresenta

coloragao diferente e pode assim, ser lido visualmente.Essa reacéo consiste
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na clivagem do MTT que acontece somente nas células vivas e
metabolicamente ativas. A quantidade de formazan formado é diretamente
proporcional ao numero de células presentes em uma populagao celular
homogénea. A reacdo metabdlica é feita por mitocdndrias ativas o que
propicia a medigdo da sobrevivéncia e proliferagdo celular (MOSMANN,
1983).

A Figura 6 representa os valores da viabilidade celular de macréfagos
tratados com o composto 15 nas concentragbes de 0.09 a 100 yg/mL. O
controle negativo (CN) utilizado foi o meio de cultura RPMI. Os resultados
foram expressos em porcentual (%) como média tdesvio padrao e valores de

p< 0,05***expressos como diferentes em relagcdo ao CN.

Figura 6. Viabilidade celular de macréfagos murinos na presenga do
composto 15.
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Fonte: DELGADO, 2017.

Através da curva dose-resposta foi possivel caracterizar o ICs do
composto como sendo 3.3 pg/mL. Na concentracdo de 0.09 pg/mL,
observamos viabilidade de 106%. Viabilidades superiores a 70% foram
identificadas nas concentragdes 0.09 (106%); 0.19 (97.5%), 0.39 (85.3%) e
0.78 (70.4%) pg/mL. Assim, nos experimentos de dosagem de citocinas TNF-

a e IL-1B, foi limite de viabilidade celular aceitavel os valores acima de 70%.0
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restante das concentracdes, principalmente as que variaram de 1.56 a 100

Mg/mL,apresentaram-se toxicas para as células de macréfagos.

Avaliacio de liberacdo das citocinas IL-18 e TNF-a

O composto 15 foi avaliado quanto a sua capacidade de inibir a
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, a exemplo da IL-18 e TNF-a.
Observou-se que o composto 15 nao inibiu a producao das citocinas testadas

(Figuras 7 e 8).

Figura 7. Quantificagao de liberagao da citocina IL1- 8 pelo composto 15
nas concentracoes de 0.78; 0.39; 0.19 e 0.09 pg/mL. Resultados
expressos em pg/mL como média * desvio padrao.
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Fonte: DELGADO, 2017.

E possivel observar na figura 7 que ndo houve diferenca significativa
das concentragdes testadas em relagdo ao controle positivo (LPS), logo a

substancia testada nao inibiu a produgao da citocina IL1-(.
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Figura 8.Quantificacao de liberagao da citocina TNF- a pelo composto
15 nas concentragoes de 0.78; 0.39; 0.19 e 0.09 ug/mL. Resultados
expressos em pg/mL com média * desvio padrao.
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Fonte: DELGADO, 2017.

Na representacao do grafico (Figura 8), podemos observar que, assim
como para a citocina IL1-3, ndo ha diferenga significativa das concentragdes
testadas em relagdo ao controle positivo (LPS), logo a substancia testada
também nao inibiu a producdo da citocina TNF—a. Para as duas citocinas
testadas n&do houve inibicdo por parte do composto, no entanto, outras
citocinas proé-inflamatorias, tais como o IL-8 pode ser estimulado pelo P.
acnes na resposta imune. Portanto a nao inibicao destas duas citocinas nao &

conclusiva quanto a atividade anti-inflamatéria do composto testado.

Avaliagdo do NO quanto a capacidade de inibigdo
O composto 15 também foi avaliado quanto a capacidade de inibicdo

de liberagdo de NO por macroéfagos ( Figura 9).
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Figura 9.Quantificacao da produgao do NO pelo composto 15 nas
concentragoes de 0.78 a 0. 09 pg/mL, expressos em porcentagem de
produgao de NO.
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Fonte: Delgado, 2017.

O composto 15 foi capaz de inibir a produ¢do do NO na concentragao
de 0.78 ug/mL. Este efeito pode estar relacionada com uma eventual
atividade anti-inflamatéria in vitro do composto ja que a quantidade de NO
produzida pode determinar se ele é protetor ou téxico para as células. As
respostas inflamatérias sdo induzidas, em macrofagos, através do Oxido
nitrico sintase induzida (iINOS) que catalisa a conversao da L-arginina a L-
citrulina. Uma vez induzida, a iNOS é capaz de produzir NO por um longo
periodo de tempo, caracterizando seu envolvimento em varios processos
patolégicos. Assim, o alto nivel de NO produzido por macréfagos ou
neutréfilos ou ainda outras células ativadas, que deveria ser toxico para
micrébios, parasitas ou células tumorais, pode também lesar células
saudaveis vizinhas, sendo este mecanismo responsavel pela maioria de

processos inflamatdrios (ITOH et. al. 2014).

Lesé&o inflamatéria do ensaio in vivo

No primeiro dia do tratamento macroscopicamente, o tamanho da
lesdo apresentou-se praticamente idéntico para os diferentes grupos a serem
tratados. Esta apresentou didmetro médio aproximado de 0.50 mm a qual foi

medido diariamente. Apos 7 dias de tratamento verificou-se que houve uma
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pequena diminuigdo da lesdo em alguns animais e em outros manteve-se o0s
0.50 mm inicialmente apresentados, os animais do grupo 06 apresentaram
uma lesao maior que os demais grupos. No dia 14 (ultimo dia do tratamento)
notou-se que a lesdo havia cicatrizado/desaparecido em todos os grupos
testados exceto no grupo VI em que houve apenas uma redugao da lesdo ao
longo do tratamento. Os dados macroscopicos do acompanhamento das

lesbes estao apresentados na Figura 10 e 11.

Figura 10.Lesao inflamatéria, dados macroscoépicos e histolégicos dos

grupos dos animais.

Grupo 01 Grupo 02 | Grupo 03 | Grupo 04 | Grupo 05 | Grupo 06
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Dia 07

Dia 14

Dia 14

Fonte: Delgado, 2017
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Figura 11.Lesao inflamatéria dados macroscopicos
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Fonte: Delgado,2017.

Analise histologica

A analise histologica descritiva dos diferentes grupos de estudo
demonstrou que o grupo 6 apresentou maior presenga de acantose
(hiperplasia epitelial). Macroscopicamente, este grupo apresentou a maior
lesdo inflamatoria. Os grupos 1, 2 e 4 apresentaram ligeira acantose
justaepitelial, enquanto que os demais grupos (3 e 4) apresentaram
predominio de epitélio normal. Portanto os 24 casos analisados
apresentaram variagdes da espessura epidérmica ao longo dos fragmentos
examinados, sendo registrados: hiperplasia intensa e hiperplasia discreta ou
ausente (epiderme com espessura habitual).

Para a analise do tipo de infiltrado inflamatério justaepitelial (epitélio de
superficie) observamos que o grupo 1 demonstrou infiltrados inflamatérios
mistos e cronicos. O grupo 4 apresentou para a maioria dos animais
infiltrados inflamatérios crénicos e um animal com a presenca de infiltrado
misto, enquanto os demais grupos (2, 3, 5 e 6) demonstraram infiltrados
cronicos (epitélio normal). Na mesma analise, entretanto considerando a
intensidade do infiltrado inflamatdrio justaepitelial (epitélio de superficie)
observamos que os grupos 3 e 4 demonstraram predominio de infiltrado
inflamatorio leve (epitélio normal). O grupo 5 apresentou o0s animais com
infiltrado leve e moderado. Ja os grupos 1, 2 e 6 apresentaram predominio de

infiltrado inflamatoério moderado.
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Para os grupos 4 e 6 a maioria dos animais apresentaram cisto
inflamatério (histo-comedo, acne). Os grupos 1, 2 e 3 apresentaram
esporadicos achados com cisto inflamatoério. Ja o grupo 5 ndo demonstrou
presenca de cisto, bem como a auséncia de infiltrados inflamatérios no tecido
conjuntivo.

Quando analisamos o tipo de infiltrado inflamatério presente no interior
do cisto inflamatorio (tecido conjuntivo), foi possivel verificar que os grupos 1,
3 e 4 apresentaram infiltrado inflamatério misto,enquanto os grupos 2 e 6
predominantemente crénico. Em todos os cistos, a intensidade do infiltrado
inflamatério foi classificada como intensa.

Para a analise da presenga de comedo aberto, verificamos que o
grupo6 apresentou maior frequéncia, seguido dos grupos 5 e 1,
respectivamente. Ja os grupos 2 e 4 apresentaram baixa frequéncia. O grupo
3 ndo apresentou comedo aberto. Quanto a analise de colageno nos tecidos
analisado os grupos 6, 1, 2 apresentaram maior frequéncia, seguido dos
grupos 3, 4 e 5, respectivamente(6 >1=2>3 >4 >5).

Quadro 9. Analise de Colageno

Quantificagdo subjetiva — Analise de colageno
(coloragao: Picrosirius red)
Grupo 01 +++ ++ ++ ++
Grupo 02 ++ +++ ++ ++
Grupo 03 ++ ++ ++ ++
Grupo 04 ++ ++ + ++
Grupo 05 ++ + + ++
Grupo 06 ++ ++ +++ +++

(+) colageno normal, (++) colageno alterado (aumentado), (+++) colageno muito

alterado.

Na analise de infiltrados inflamatorios, todos os grupos infectados
expressaram-se de maneira cronica e leve (tipo/intensidade), sendo
estatisticamente nao significante em relagdo ao grupo controle negativo, o
qual apresentou infiltrado inflamatdrio misto e a intensidade intensa em todos

0OS grupos.



Quadro 11. Infiltrado inflamatério justaepitelial
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Infiltrado inflamatoério justaepitelial (Epitélio de superficie)

(Tipo) (Intensidade) Comedo
aberto
Acantose | Agudo | Misto | Cronico | Leve | Moderado | Intenso

GRUPO + + -[+ + + + + -[+ ++++ -+ + +
01

GRUPO + + -[+ -[+ ++ ++ + ++ + -+ +
02

GRUPO + -[+ -[+ ++ ++ ++ + -[+ -+ +/-
03 +

GRUPO + -+ + + + + + + + + [+ +
04

GRUPO + + -+ -+ ++ + + + + + + [+ + +
05

GRUPO ++ ++ -[+ -[+ ++ ++ + ++ + -+ ++ ++

06




Quadro 12. Presenca de cisto inflamatoério
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Cisto inflamatorio (tecido conjuntivo)

Infiltrado Inflamatério (tipo)

Infiltrado (Intensidade)

Presenca | Agudo | Misto Cronico | Leve Moderado | Intenso
(cisto)

GRUPO + +/- + +- +- +/- +
01

GRUPO + +/- +/- + +/- +/- +
02

GRUPO + +/- + +/- +/- +/- +
03

GRUPO + + +/- + + +/- +/- + +/-
04

GRUPO +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
05

GRUPO + + + +/- + + + +/- + + +

06
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Atualmente varios modelos de animais tém sido utilizados para a pesquisa de
lesdes induzidas pelo P. acnes. Entre os modelos tem-se preferéncia aqueles
animais sem pelos. A auséncia de pélos facilita ainda o estudo das lesbes cutaneas.
As espécies de camundongos Rhino embora sem pélos normalmente ndo sao
indicadas para estudo do tipo uma vez que apresentam algumas limitagées como a
falta de colonizagéo bacteriana e inflamagao ( ARAUJO, 2014). No trabalho de Lee
et. al., 2015, comparou-se animais que foram induzidos a acne com animais tratados
com a luz vermelha e um outro grupo tratados com a luz infravermelha, ao final do
experimento se observou que quanto a presenga da inflamac&o os camundongos
tratados com a luz vermelha apresentaram inflamagao leve, enquanto que os
tratados com a luz infravermelha apresentaram uma inflamagdo moderada e os nao
tratados a inflamagdo foi proeminente. Quanto a presengca de cistos todos
apresentaram um grau moderado. Neste trabalho verificamos que em relagdo ao
controle negativo (animais tratados com o creme base - Grupo 01) e o restante dos
grupos nao houve diferencgas estatisticas. Quanto ao tipo de infiltrado inflamatério
justaepitelial os grupos 03 (creme com 5% do composto ativo) e 04 (gel da J&J)
apresentaram o tipo crdénico em todos os animais. A intensidade foi leve o que é
caracteristica de um epitélio normal, estes dois grupos tiveram estas caracteristicas
semelhantes. O grupo 03 ndo apresentou comedo e o 04 apareceu em alguns
animais, o colageno apresentou-se aumentado no grupo 03 e no 4 em quase todos
0s animais estava muito aumentado. No grupo controle negativo o tipo de infiltrado
inflamatorio justaepitelial foi crénico e misto em metade dos animais respectivamente
a intensidade foi moderada, metade dos animais apresentaram comedo aberto e o
colageno estava aumentado em quase todos os animais do grupo, embora os dados
do infiltrado justaepitelial quanto ao tipo em metade dos animais e intensidade serem
diferentes, estatisticamente n&o teve diferenca entre os diferentes grupos
analisados.
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7. Conclusao

A busca por novos agentes antimicrobianos vem sendo explorada dia apos
dia na comunidade cientifica, uma vez que muito dos microrganismos tém se
tornando resistentes a acdo dos antibiéticos, o que dificulta a eliminagdo/controle
dos microrganismos. A pesquisa por novos antibidticos cada vez mais potentes,
capazes de matar ou inibir o crescimento de microrganismos €& tarefa dos
pesquisadores nesta luta constante contra a resisténcia microbiana que hoje é tido
como um fendmeno mundial. Assim neste trabalho, verificamos que o composto (E)-
4-(3-((2-(3-hidroxibenzoil) hidrazona) metil) fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-1, 2,5-oxadiazol 2-
oxido (composto 15) pode vir a ser um potente antimicrobiano eficaz no tratamento
da acne vulgar, uma vez que foi capaz de inibir o crescimento do microrganismo na
concentragdo de 0.2 pg/mL. Este efeito antimicrobiano verificado parece estar
relacionado em partes a capacidade desses compostos em aumentar as espécies
radicalares, causando assim, aumento do estresse oxidativo no microrganismo. No
ensaio de viabilidade celular, verificou-se que a substancia mostrou-se toxica em
praticamente quase todas as concentracdes testadas. A citotoxidade foi baixa em
concentracdes muito pequenas, sendo que a concentracdo em que se verificou a
melhor porcentagem de viabilidade celular foi de 106% na concentracédo de 0.09
pMg/mL. O composto 15 ndo se mostrou capaz de inibir duas das citocinas proé-
inflamatorias (IL1-B e a TNF-a), no entanto mostrou-se capaz de inibir a produgéo do
NO na concentragdo de 0.78 ug/mL.O ensaio in vivo realizada em camundongos
balb/c nudes nao foi capaz de provocar o mesmo efeito que foi verificado in vitro,
nao havendo diferenga significativa entre os camundongos infectados com o
microrganismo do P. acnes e os tratados com formulagbes comerciais ou ainda as
formulagdes preparadas no laboratoério.

Esse conjunto de resultados sugerem que o composto 15 pode ser um promissor
protétipo antimicrobiano considerando o valor de 0.2 ug/mL de CIM podendo ser util

no tratamento da acne vulgar.
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Anexo |

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliagdo do efeito antimicrobiano e anti-
inflamatdrio de derivados furoxanicos e benzofuroxanicos como alternativa para o
tratamento da Acne Vulgar", registrada com o Protocolo CEUA/FCF/CAr: 20/2016,
sob a responsabilidade de Ivone Leila Lima Delgado e Prof. Dr. Jean Leandro dos
Santos - que envolve a produc¢do, manutencao ou utilizacdo de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de
8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado ad-referendum pelo Coordenador da COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus
de Araraquara da UNESP em 15 de setembro de 2016.

Finalidade ( )Ensino (X) PesquisaCientifica
Vigéncia da autorizagao Novembro de 2016
Espécie/linhagem/raca Camundongo Swiss

N° de animais 12

Peso/ldade 25 g 6 semanas

Sexo Macho

Origem CEMIB - Unicamp

Araraquara, 15 de setembro de 2016.

U (ot

Prof. Dr. CARLOS CESAR CRESTANI Coordenador da CEUA
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Anexo I

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada"Avaliagao do efeito antimicrobiano e anti-
inflamatorio de derivados furoxanicos e benzofuroxanicos como alternativa para o
tratamento da acne vulgar”,registrada como Protocolo CEUA/FCF/CAr: 51/2016,
sob a responsabilidade do Prof.Dr.Jean Leandro dos Santos que envolve a
producao, manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino)-
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°11.794,de8deoutubrode2008,
do Decreton®6.899,de15 de julho de 2009,e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado ad-referendum pelo Coordenador da COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara
da UNESP em 04 de janeiro de 2017.

Finalidade ()Ensino(X)Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagao Julho de 2017

Espécie/linhagem/raca Camundongo Balb/C

N° de animais 20

Peso/ldade 25 g-6 semanas

Sexo Fémea

Origem Centro de Bioterismo da USP -Séao
Paulo/SP

Araraquara,04 de janeiro de 2017.

(b ot

Prof.Dr.CARLOS CESAR CRESTANI
Coordenador da CEUA



