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ADNOTARE

Oltu Iulian ,,Actiunea antifungica in vitro a remediilor de origine biologica si chimica
asupra unor agenti cauzali ai micozelor”. Teza de doctor in stiinte medicale, Chisinau, 2017.

Teza contine introducere, patru capitole, concluzii §i recomandari, bibliografie cu 194
titluri, 3 anexe, 133 pagini text de baza, 47 figuri, 10 tabele. Rezultatele sunt reflectate in 11
publicatii stiintifice.

Cuvintele cheie: Activitate antifungica, extracte din cianobacterii, extracte din Juglans
regia, Trichophyton, Microsporum, Candida, Aspergillus, Penicillium, Fusarium.

Domeniul de studiu: 313.02 — Microbiologie, virusologie medicala.

Scopul lucrarii: evaluarea raspunsului in vitro a unor tulpini de fungi patogeni si
oportunist patogeni la actiunea remediilor noi de origine biologica si chimica.

Obiectivele lucrarii: evidentierea actiunii antifungice a unor compusi chimici noi,
sintetizati de catre cercetatorii din Moldova; evaluarea actiunii antifungice a unor extracte
vegetale si cianobacteriene; elucidarea actiunii antifungice a extractelor din biomasa de spirulina,
crescutd in conditii biotehnologice de acumulare a metalelor; stabilirea mecanismelor de actiune
posibile a compusilor chimici noi si extractelor din surse autohtone asupra fungilor patogeni.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Pentru prima data a fost identificata actiunea
antifungica a unor noi compusi coordinativi cu tiosemicarbazone, dintre care unul a fost brevetat
in calitate de substanta cu activitate antifungica fata de Candida albicans; au fost realizate
cercetari complexe ale actiunii extractelor cianobacteriene din biomasa standard si cea obtinuta
in conditii biotehnologice de acumulare a metalelor asupra fungilor; in premierda a fost
demonstrata actiunea noilor substante asupra integritatii peretelui si membranei celulare si asupra
statutului redox al celulelor fungice.

Problema stiintificaA importantd solutionatd in lucrare constd in evaluarea actiunii
biologice in vitro a remediilor de natura biologica si chimica asupra unor tulpini de fungi
patogeni si oportunist patogeni, ceea ce a dus la evidentierea elementelor comune si specifice ale
raspunsului celular al fungilor, fapt ce a permis stabilirea unor mecanisme de actiune a
remediilor selectate.

Semnificatia teoretica. Au fost acumulate date noi care permit de a largi spectrul de
substante de perspectiva pentru descoperirea noilor medicamente antifungice; au fost conturate
unele dintre mecanismele de actiune a noilor substante asupra tulpinilor studiate de fungi, bazate
pe diminuarea capacitatii de protectie antioxidanta si deteriorarea peretelui si membranei celulare.

Valoarea aplicativa a lucrarii. A fost propusa o noud substantd chimica in calitate de
produs cu proprietati antifungice fatda de Candida albicans; a fost argumentata o cale noua de
cercetare orientata spre depistarea substantelor noi cu proprietati antifungice, si anume obtinerea
biomasei cianobacteriene cu continut de metale si a extractelor din acest tip de biomasa.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele studiului au fost implementate la
catedra de Microbiologie, Virusologie si Imunologie a Universititii de Stat de Medicina si

Farmacie ”N.Testemitanu” ca material didactic pentru instruirea universitara.



AHHOTALNUA

Oary IOiman “AntHdyHrajibHoe aeicTBhe IN VItr0 OGHOJIOrMYECKMX M XHMHYECKHX
BellleCTB HA HEKOTOpble BO30yauTeJd MHKO030B'. Jluccepramusi KaHIMAaTa MeIHIIUHCKHX
Hayk, Kuiunes, 2017.

Huccepraisi COCTOMT W3 BBEACHUS, YETHIPEX TIJ1aB, 3aKJIIOUCHUS W PEKOMEHJALNM,
oubmmorpaduueckoro cnucka u3 194 manmeHoBanui, 3 npuioxeHui, 133 cTpaHUI] OCHOBHOTO
TeKCTa, coaepkut 47 pucynkoB u 10 tabmui. Pe3ynbrarsl ncciaenoBanuii onmy0iaukoBansl B 11
HAy4YHBIX paboTax.

KiroueBble cioBa: aHTU(YHTanbHasE  aKTUBHOCTb, JKCTPAKTHl U3 IIMAHOOAKTEPHH,
skcTpakTel w3 Juglans regia, Trichophyton, Microsporum, Candida, Aspergillus, Penicillium,
Fusarium.

Obuaactb ucciaenopanus:. 313.02 — MenunuHCcKass MUKPOOHOJIOTHS M BUPYCOJIOTHSI.

Ilean padoThl: oreHKa IN VItr0 oTBeTa KyJNbTyp MATOTEHHBIX W YCIOBHO-TIATOTCHHBIX
rpuOOB HA BO3/IEHCTBUE HOBBIX MIPEMAPATOB XUMUIECKOTO U OMOJIOTHYECKOTO TIPOUCX 0K ICHUS.

3agauun pa0oThI: BbIBICHHE aHTU(QYHTAIbHOW AaKTUBHOCTH HOBBIX XHMHUYECKUX
COCIMHEHUH, CO3JaHHBIX MOJIJABCKUMH XHMHKAaMH; OLIEHKa aHTU(QYHTalbHOW aKTUBHOCTU
HEKOTOPBIX  PACTUTENIbHBIX JKCTPAKTOB M  OKCTPAKTOB W3 I[MAaHOOAKTEpWii; OIEHKa
AHTU(YHTAUTHPHON aKTUBHOCTH 3KCTPAKTOB U3 OMOMACCHI CITUPYJIMHBI, BRIPAIEHHOW B YCIOBHSIX
AKKYMYJIALIMA METAIJIOB; OMpe/elieHne BO3MOXKHBIX MEXaHU3MOB aHTU(YHTATbHOM aKTUBHOCTH
OTOOpaHHBIX BEIIECTB.

HayuyHnasi HOBH3HA M OPMTHHAJBHOCTH. BriepBbie OBUIO OINpeneicHO aHTU(YHTaTbHOE
neiictBue N VItr0 HOBBIX KOOPJMHAIIMOHHBIX COCIMHCHUI, COIEpKAIIUX 3aMELICHHBIN
THoceMHuKapOa3oH, mo otHomenuto k Candida albicans;, Obumn mpoBemeHBI KOMIUIEKCHBIE
WCCJICIOBaHMsI HANpaBICHHbIC HA BBISBICHHE BIMSHHS SKCTPAKTOB OMOMACCHI IIHAHOOAKTEPUA,
BBIPAIICHHBIX B OMOTEXHOJIOTMYECKUX YCIOBUAX AKKYMYJISIIIUM METAJUIOB Ha BO30yauTenei
MHKO30B; BIEpPBbIC OBUIO JOKa3aHO JIEWCTBHE HOBBIX BEIIECTB Ha IE€JIOCTHOCTH KJIETOYHBIX
000JI0Y€K 1 COCTOSIHUE OKUCIUTEIHbHO-BOCCTAHOBUTENBHOTO CTaTyca (PYHTAIbHBIX KIIETOK.

PemeHHasi Hay4Hasi MPodJieMa COCTOUT B OIEHKE OMOJOTMYECKOro AEHCTBHs IN Vitro
XUMHUYECKUX W OHMOJOTMYECKMX BEIIECTB HAa HEKOTOpPHIE INTAMMBI TMATOTEHHBIX M YCJIOBHO
MAaTOTEHHBIX TPUOOB, UYTO TMPHUBEIO K BBISBICHUIO OOMIMX U CHENU(PUUECKUX DIEMEHTOB
KJIETOYHOTO OTBETa TpuOOB M TO3BOJHIIO OMPENEIUTh HEKOTOPHIE MEXaHM3MBI BO3JEHCTBUS
BbIOPAHHBIX BELIECTB Ha IPUOBI.

Teopernueckoe 3HavyeHue padoTbl. bpulM HakOMIEHBI HOBBIE JAHHBIE, KOTOpPHIE
MO3BOJISIIOT ~ PACHIMPUTh  CIIEKTP  BEMIECTB, TMEPCHEKTHBHBIX JUISI  OTKPBITHS  HOBBIX
aHTU(YHTAIBHBIX MPENapaToB; ObBUIM BBISBICHBI HEKOTOPHIE M3 MEXAHH3MOB JIEUCTBUS HOBBIX
BEIIECTB HA HCCIEAyeMble IITaMMBl TpUOOB, OCHOBAaHHbIE HAa CHIDKEHHE YpPOBHS
AHTUOKCHIAaHTHOMW 3aIlIUTHI U TIOBPEXKICHUHU KJIETOYHBIX 000TI0YEK.

IIpakTuyeckoe 3HavyeHHe. bBbUIO TMPENOKEHO HOBOE XHMHUYECKOE BEIIECTBO,
obmanaromee aHTU(YHraIbHOW aKTHBHOCTBIO MO oTHomennto k Candida albicans; 6wt
000CHOBaH HOBBIN MOJX0] K OOHAPYKEHHUIO HOBBIX BEIIECTB C aHTHU(YHTATbHBIMU CBOMCTBAMU,
a MMEHHO TOoNlyuyeHHue OMoMacchl ITHAaHOOAKTEpHid, COJEpKallell MeTayulbl, U SKCTPAKTOB W3
9TOro BHAa OMOMACCHL.

Buenpenue pesyabraroB. Pesynbrarel uccienoBaHus BHeApeHbl Ha  Kadenpe
Muxkpobuonoruu, Bupyconmorun u  MmmyHonorun Mongasckoro  I'ocymapcTBEHHOTO
Yuusepcurera Memuunnasl 1 ®apmanuun uMm. H. Tecremunany B KayecTBe AUAAKTHYECKOIO
MaTepuaia.



ANNOTATION

Oltu Iulian ,,In vitro antifungal activity of remedies of biological and chemical origin
against some causative agents of mycoses”. PhD thesis in medical sciences, Chisinau, 2017.

The thesis consists of an introduction, four chapters, conclusions and recommendations,
bibliography list with 194 references. It comprises 133 pages of main content, 47 figures, 10
tables and 3 annexes. The results were published in 11 scientific papers.

Keywords: antifungal activity, extracts from cyanobacteria, extracts from Juglans regia,
Trichophyton, Microsporum, Candida, Aspergillus, Penicillium, Fusarium.

Field of study: 313.02 — Microbiology, Medical Virology.

Research goal: assessing the in vitro response of the cultures of pathogenic and
opportunistic fungus to action of new chemical and biological remedies

Objectives: highlighting the antifungal action of some new chemical compounds,
synthesized by researchers from the Republic of Moldova; evaluation of antifungal activity of
some vegetal and cyanobacterial extracts; elucidation of antifungal activity of extracts from
Spirulina biomass, grown under biotechnological conditions of metal accumulation; setting
possible mechanisms of action of new chemical compounds and extracts from indigenous
sources against pathogenic fungi.

Scientific novelty of research. For the first time, there was identified antifungal activity of
new coordination compounds containing thiosemicarbazone towards Candida albicans; there
have been carried out complex researches of action of cyanobacterial extracts from standard
biomass and that obtained under biotechnological conditions of metal accumulation against
fungi; there was demonstrated the action of new substances on the integrity of cell membranes
and redox status of fungal cells.

Important scientific problem solved in the present work consists in elucidation of in vitro
antifungal activity of remedies of biological and chemical origin against some causative agents
of mycoses. This led to highlighting the effects produced against pathogens, which allowed the
establishment of several mechanisms of their action.

Theoretical value. There have been obtained new data, which allow expanding the range
of perspective substances for the discovery of new antifungal drugs; there were outlined some of
the mechanisms of action of new substances against studied fungi strains, based on diminishing
the ability of antioxidant protection and cell membrane damage.

Practical value. It was proposed a new chemical substance as product with antifungal
properties towards Candida albicans; it has been argued a new path of research directed towards
the detection of new substances with antifungal properties, namely obtaining the cyanobacterial
biomass with metal-containing extracts from this type of biomass.

Implementation of scientific results. Results of the study have been implemented at the
Department of Microbiology, Virology and Immunology of the State University of Medicine and
Pharmacy "N. Testemitanu" as teaching material for university training.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta cercetarilor. Fungii sunt organisme omniprezente. Numarul
de specii de fungi se estimeaza aproximativ la 1,5 milioane si doar in jur de 300 dintre ele pot
afecta organismul uman. Cu toate acestea fungii se manifesta tot mai activ in calitate de agenti
cauzali ai infectiilor la om, ceea ce este determinat, in primul rand, de numarul in crestere a
persoanelor cu imunosupresie severa [28]. Cu toate cd se lucreaza foarte mult la elaborarea
medicamentelor antifungice mai active si mai putin toxice si se aplicd masuri de profilaxie
practic in toata lumea, micozele (in special cele invazive) continud s fie unele dintre cele mai
grave complicatii infectioase, care cauzeaza o rata de mortalitate ridicata [94]. Conform
estimdrilor, aproximativ 25% din populatia Terrei este afectata de micozele superficiale, cauzate
preferential de dermatofitii din genurile Microsporum, Trichophyton si Epidermophyton [25, 73].
Analiza statistica a datelor privind morbiditatea polimicozelor in Republica Moldova (in special
microfitie si trihofitie) arata, cd in anii 2000-2015 se observa o prevalentda absolutd a fungilor
zoofili (Microsporum canis — 100% din microsporii si Trichophyton mentagrophytes — 98,3%
din cazurile de trihofitii). In anul 2015 microsporia zooantropofild a constituit in medie pe
Moldova 31 de cazuri la 100 000 populatie [1].

Infectiile fungice invazive (sistemice) au o incidentd care este mult mai mica decat cea a
infectiilor superficiale, dar provoaca o ingrijorare mai mare, deoarece sunt asociate cu o rata de
mortalitate inacceptabil de ridicata, acestea ludnd anual viata a aproximativ unui milion si
jumatate de oameni [72]. Fungii care cauzeazd infectii oportuniste (Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Aspergillus sp., Mucor sp. s.a.) sunt periculosi in special pentru
persoanele cu statut imun compromis, la care provoaca infectii grave (candidoze, meningita
criptococala, aspergiloza, mucormicoza s.a.) [39].

Utilizarea pe scard larga a preparatelor antifungice (prioritar azolele, polienele si
alilaminele/tiocarbamatele) este unul dintre factorii care faciliteaza aparitia rezistentei, ceea ce
morbiditatii si mortalitatii in randurile populatiei, dar si ascensiunea costurilor de ingrijire si
tratament a persoanelor afectate. Studiul mecanismelor de actiune a preparatelor antifungice si a
rezistentei la ele, in prezent, rdimane in urma cu mult fatd de studiile similare pentru preparatele
antibacteriene. Din aceste motive este necesara concentrarea atentiei cercetdtorilor pe studiul
detaliat al mecanismelor de rezistenta antifungica, perfectionarea metodelor de detectare a

rezistentei, elaborarea de noi preparate antifungice pentru tratamentul infectiilor cauzate de



microorganisme rezistente si aplicarea metodelor de prevenire a aparitiei si raspandirii formelor
rezistente de fungi patogeni [57, 115].

Situatia in domeniul de cercetare. In prezent rimane deosebit de actuald problema
elaborarii si implementarii unor noi remedii cu actiune antifungica relevanta si cu efecte adverse
minime fatd de organismul-gazda. In conceptul actual existd mai multe directii de perspectiva,
printre care se numara sinteza compusilor chimici cu proprietati predeterminate, depistarea
compusilor naturali cu efect fungicid si aplicarea preparatelor complexe polivalente cu efecte
asupra mai multor niveluri de rezistenta, prezente la culturile de patogeni.

Au fost obtinute rezultate remarcabile in sinteza compusilor cu proprietéti predeterminate —
compusi coordinativi ai cuprului, zincului, cobaltului si nichelului cu proprietati antifungice
pronuntate fatd de tulpinile patogene de referintd, in special de Candida albicans [4, 62, 70, 71].
Aceste substante sunt destul de importante pentru industria farmaceutica, fiind din start
cunoscutd structura chimicd si, deci convenabil de gestionat procesul de absorbtie si
metabolizare a lor.

Preparatele de origine naturald ocupd o nisad aparte, fiind in centrul atentiei atit pentru
efectele biologice pronuntate, cat si pentru faptul, ca sunt acceptate mai usor de catre pacienti.
Biomasa diferitor plante, microalge, cianobacterii este examinatd in calitate de materie prima
pentru extragerea compusilor cu un potential efect fungicid ori fungistatic [18, 49, 134].

Sursele naturale (extracte din biomasa diferitor organisme) sunt deosebit de pretioase
pentru design-ul noilor molecule active cu proprietiti antifungice. Diverse molecule mici, cu
schelet chimic unic i activitate pronuntata au fost obtinute din diferite surse, cum ar fi plantele,
produsele marine, microorganismele, etc. Acesti compusi reprezinta o mare varietate structurald
referindu-se la steroli, furanone, quinine, terpenoizi s.a. [177].

Raspandirea tulpinilor multirezistente de fungi si numarul redus de medicamente
disponibile dicteaza necesitatea de a descoperi noi clase de preparate antifungice si compusi care
inhiba mecanismele de rezistentd. Anume in baza acestei necesitdfi este initiat procesul de
si compusi izolati din ele. Accent se face pe preparatele complexe, care asigurd nu numai actiune
antifungica, dar si efecte imunomodulatoare, care asigura restabilirea statutului imun al
organismului afectat, iar prin aceasta — succesul terapiilor antifungice.

Astfel, elaborarea si testarea compusilor chimici noi si descoperirea remediilor de origine

biologica cu potential antifungic ramane o directie actuala la nivel mondial.
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Scopul tezei de doctor a constat in evaluarea raspunsului in vitro a unor tulpini de fungi
patogeni si oportunist patogeni la actiunea remediilor noi de origine biologica si chimica.

Obiectivele lucrarii au fost urmatoarele:

1. Evidentierea actiunii antifungice a unor compusi chimici noi, sintetizati de catre
cercetatorii din Republica Moldova;

2. Evaluarea actiunii antifungice a unor extracte vegetale si cianobacteriene;

3. Elucidarea actiunii antifungice a extractelor din biomasa de spirulina, crescutd in conditii
biotehnologice de acumulare a metalelor;

4. Stabilirea mecanismelor de actiune posibile a compusilor chimici noi si extractelor din
surse autohtone asupra fungilor patogeni.

Noutatea si originalitatea stiintificd. Pentru prima datd a fost identificatd actiunea
antifungica a unor noi compusi coordinativi cu continut de tiosemicarbazone, dintre care unul a
fost brevetat in calitate de substanta cu activitate antifungica fata de Candida albicans; in calitate
de lucrari de pionierat pot fi considerate cercetarile complexe ale actiunii extractelor
cianobacteriene din biomasa standard si cea obtinuta in conditii biotehnologice de acumulare a
metalelor asupra fungilor, care au permis de a elucida unele mecanisme care stau la baza actiunii
acestor extracte; Tn premierd a fost demonstrata actiunea noilor substante asupra integritatii
peretelui si membranei celulare si asupra statutului redox al celulelor fungice.

Problema stiintificd importanta solutionatd in lucrare constd in evaluarea actiunii
biologice in vitro a remediilor de natura biologica si chimica asupra unor tulpini de fungi
patogeni si oportunist patogeni, ceea ce a dus la evidentierea elementelor comune si specifice ale
raspunsului celular al fungilor, fapt ce a permis stabilirea unor mecanisme de actiune a
remediilor selectate.

Semnificatia teoretica. Au fost acumulate date noi care permit de a largi spectrul de

substante de perspectiva pentru descoperirea noilor medicamente antifungice; au fost conturate
unele dintre mecanismele de actiune a noilor substante asupra tulpinilor studiate de fungi, bazate
pe diminuarea capacitdtii de protectie antioxidantd si deteriorarea peretelui si membranei
celulare.

Valoarea aplicativa a lucrarii. A fost propusa o noua substantd chimicad in calitate de
produs cu proprietati antifungice fatda de Candida albicans; a fost argumentata o cale noua de
cercetare orientatd spre depistarea substantelor noi cu proprietati antifungice, si anume obtinerea
biomasei cianobacteriene cu continut de metale si a extractelor din acest tip de biomasa.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Materialele expuse in tezd au fost prezentate si

discutate in cadrul urmatoarelor manifestari stiintifice: Conferinta Stiintificd (cu participare
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internationald) a Doctoranzilor, editia a V-a, Chisinau, 2016; Conferinta Stiintifica Internationala
in domeniul Biotehnologiei microbiene, a 3-a editie, Chisinau, 2016; Conferinta Internationala
”Stiintele vietii in dialogul dintre generatii: Conexiune intre Universitati, mediul academic si
Bussines” Chisinau, 2016; Congresul al V-lea National de dermatologie cu participare
internationala, Chisinau, 2016, precum si la Saloanele Internationale de inventica: INOVA-Budi
Uzor, Karlovac, Croatia, 2015; INNOVA, Brussels, 2015; PALEXPO, Geneva, 2016; IWIS,
Warsovia, 2016. Rezultatele tezei au fost discutate si aprobate in cadrul sedintei extinse a
laboratorului Ficobiotehnologie al IMB din 14 noiembrie 2016 si Seminarului Stiintific de profil
163.04 - Microbiologie si 313.02 - Microbiologie, virusologie medicald din cadrul Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie al ASM din 27 decembrie 2016.

Publicatiile la tema tezei. Rezultatele obtinute pe durata elabordrii acestei teze sunt
reflectate in 11 publicatii stiintifice: 3 articole, din ele 2 in reviste stiintifice, si unul in culegere
(2 - in monoautorat), 3 rezumate ale comunicarilor stiintifice si un brevet de inventie, 4 materiale
la saloane de inventii.

Volumul si structura tezei. Teza consta din 4 capitole; are un volum de baza de 133
pagini, contine 10 tabele si 47 figuri. Lista surselor bibliografice citate include 194 titluri.

Cuvintele cheie: Activitate antifungica, compusi coordinativi cu semicarbazone substitute,
extracte din cianobacterii, extracte din Juglans regia, Trichophyton, Microsporum, Candida,

Aspergillus, Penicillium, Fusarium.

Sumarul compartimentelor tezei.

1. AGENTI ANTIFUNGICI: MOD DE ACTIUNE, MECANISME DE
REZISTENTA SI STRATEGII DE CERCETARE include analiza realizirilor stiintifice in
domeniul studiului compusilor cu actiune antifungica. Studiul bibliografic efectuat a inclus 194
lucrari relevante publicate de cercetdri din domeniul medicinii, biomedicinii si biologiei din
intreaga lume. Prima parte a capitolului include statistici ce tin de rdspandirea si impactul
micozelor, informatii despre preparatele utilizate astdzi in clinicd pentru tratarea acestor maladii,
principalele tinte moleculare, asupra carora actioneazd medicamentele antifungice. Sunt aduse
mai multe tipuri de clasificare a preparatelor antifungice, cea mai utild fiind cea, care este bazata
pe mecanismele de actiune ale substantelor active.

Cea de-a doua parte a capitolului 1 este dedicata studiului literaturii in domeniul cercetarii
mecanismelor de dezvoltare a rezistentei la actiunea preparatelor antifungice. Sunt descrise

detaliat mai multe dintre elementele care asigura rezistenta primara. Pentru rezistenta secundara
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sunt aduse in primul rand, cauzele care duc la aparitia ei. Este evidentiat rolul procesului
mutagen si a superexpresiei enzimelor implicate in biosinteza ergosterolului. De asemenea, este
ardtat, ca multi cercetatori asociazd rezistenta antifungica cu multiple modificari genomice,
inclusiv pierderea caracterului heterozigot in anumite regiuni genomice specifice, cresterea
numarului de copii ale cromozomilor, precum si aneuploidiile segmentare sau cromozomiale.

A treia parte a capitolului 1 este dedicatd compusilor sintetici si celor naturali cu proprietati
antifungice si include multiple informatii despre concentratiile active, organismele - tintd si
mecanismele, prin care acestea isi realizeaza efectul antifungic. In calitate de materie prima
pentru preparatele cu efect antifungic este examinatd biomasa diferitor plante si microorganisme.

In urmitoarea parte sunt analizate strategiile actuale in design-ul noilor substante cu efect
antifungic, care includ screening-ul compusilor deja cunoscuti, sinteza compusilor noi,
formularea combinatiilor din doud si mai multe componente antifungice, evidentierea tintelor
moleculare potrivite pentru actiunea selectivd a compusilor antifungici, cercetarile genomice,
care permit accelerarea tempoului de adaptare a strategiilor terapeutice in tratarea infectiilor
fungice. Capitolul se incheie cu concluzii, dupa care este formulata problema de cercetare si
directiile de rezolvare a acesteia. De asemenea, sunt formulate scopul si sarcinile prezentei

lucrari.

2. OBIECTELE DE STUDIU SI METODELE DE CERCETARE contine
argumentarea si descrierea obiectelor de studiu si a metodelor de cercetare. In calitate de obiecte
de studiu ,,in vitro” au fost incluse 5 tulpini de referinta, care provin din American Type Culture
Collection (ATCC) - Trichophyton rubrum ATCC®28188™; Trichophyton mentagrophytes
ATCC®9533™;  Microsporum  canis  ATCC®36299™;  Microsporum  gypseum
ATCC®24102™; Candida albicans ATCC®10231™; 3 tulpini de fungi miceliali din Colectia
Nationald de Microorganisme Nepatogene (CNMN) - Aspergillus fumigatus CNM-FA-02,
Penicillium expansum CNMN-FD-05, Mucor vulgaris CNMN-FD-07; si doua tulpini — izolate
naturale ce apartin speciilor Fusarium solani FS01 si Fusarium oxysporum FOL1.

In calitate de substante cu efecte antimicrobiene au fost inclusi 22 compusi chimici noi,
care contin In structura lor fragmentul tiosemicarbazonic, sintetizati la catedra Chimie
Anorganica, actualmente Departamentul de Chimie (Universitatea de Stat din Moldova) sub
conducerea academicianului Aurelian Gulea. In calitate de remedii de origine biologica in studiu
au fost incluse extractele Tn metanol, etanol, acetona si etil acetat din frunze, coaja verde si coaja
uscatd de nuc (Juglans regia); extracte hidro etanolice de 20%, 50% si 70% din biomasa de

Arthrospira platensis (spirulina) si Nostoc linckia (nostoc). O altd serie de extracte studiate au
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fost obtinute din biomasa de spirulind crescutd in conditii biotehnologice de bioacumulare a
metalelor (Zn(1l), Fe(ll), Co(ll), Cr(I1), Cd(ll)). Pe durata ciclului de dezvoltare metalele sunt
acumulate Tn biomasa de spirulina, iar o parte din ele sunt incorporate in componentele biomasei
(proteine, fractia oligoproteicd, polizaharide, lipide). In procesul de extragere cu etanol si api
purificatd metalele legate organic trec 1n extractele respective. Extractele hidrice (EHme) si
extractele etanolice (EEye) testate au fost standardizate dupa masa uscata, dupa care au fost
utilizate 1n cercetare.

Pentru realizarea lucrarii au fost utilizate metode de determinare a activitatii antifungice:
metoda difuziei in geloza, metoda dilutiilor succesive, metodele standardizate EUCAST (7.1
pentru Candida albicans si 9.1 pentru fungii filamentosi). Pentru a identifica efectele
preparatelor examinate au fost aplicate un sir de metode biochimice: metodele de determinare a
activitatii enzimelor (lactat dehidrogenazei eliberate, supeoxiddismutazei, catalazei si glutation
peroxidazei), capacitatii antioxidante totale si a continutului produselor finale ale peroxidarii
lipidelor (dialdehidei malonice). Pentru determinarea activititii enzimelor antioxidante au fost
utilizate Kit-uri speciale (RANSOD pentru superoxiddismutaza, producdtor Randox; RANSEL
pentru glutation peroxidaza, producator Randox; Catalase Assay kit, producator Sigma-Aldrich),
iar determinarile au fost realizate in conformitate cu protocoalele oferite de producatori.
Activitatea lactat dehidrogenazei eliberate a fost determinata conform metodei bazate pe
catalizarea de catre LDH a reactiei de transformare a L-lactatului In piruvat cu participarea
NADH.

Modificarile morfologice ale fungilor, induse de compusii testati, au fost inregistrate cu
utilizarea microscopului Axio Imager A2 (Zeiss) din dotarea Institutului de Zoologie al ASM,
laboratorul Ecotoxicologie.

Toate experientele au fost efectuate in trei repetari. Rezultatele sunt prezentate in forma de
M(medie)+S(deviatia standard). Semnificatia statistica a fost evaluatd prin analiza

unidirectionald a variantei urmata de t-testul Student.

3. INFLUENTA  EXTRACTELOR VEGETALE SI COMPUSILOR
COORDINATIVI ASUPRA VIABILITATII TULPINILOR DE FUNGI reflecti rezultatele
screening-ul compusilor chimici noi, care contin tiosemicarbazone substituite, si extractelor
vegetale si cianobacteriene. In calitate de metoda de cercetare a fost aplicati difuzia in gelozi.
Activitatea antifungica a compusilor chimici si a remediilor de origine biologicd a fost comparata
cu cea a unor preparate antifungice cu activitatea inaltd, utilizate atdt in clinica, cat si in

cercetarile biomedicale (itraconazolul, clorhidratul de naftifind). In total au fost testati 73
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compusi chimici noi, sintetizati In cadrul Departamentului chimie al Universitdtii de Stat din
Moldova sub conducerea academicianului Aurelian Gulea. Dintre toate tulpinile de fungi doar
Candida albicans ATCC®10231™ a manifestat sensibilitate fata de unii dintre compusii chimici
noi. Astfel, la etapa de screening au fost selectati 22 compusi cu activitate antifungica.

Extractele din frunze si coaja verde a fructului de nuc de asemenea au manifestat
activitate antifungica contra dermatofitilor miceliali si a tulpinii Candida albicans
ATCC®10231™, Dintre acestea se evidentiaza extractul in etil acetat din frunze cu activitate
inalta fata de tulpinile de Trichophyton, si fata de Candida albicans ATCC®10231™ si extractul
etanolic din frunze de nuc cu activitate antifungica inalta fatd de Microsporum canis
ATCC®36299™. Extractele hidro etanolice din biomasa de spirulind si nostoc au manifestat
activitate antifungica fatd de tulpinile Trichophyton, Microsporum si Candida. Cea mai
semnificativa activitate a fost inregistrata pentru extractele hidro etanolice de 20%. Biomasa de
spirulind imbogatita cu diferite metale a fost utilizatd pentru obtinerea unor extracte, care au
avut activitatea antifungica fata de toti fungii studiati.

Pentru toate substantele cu efect antifungic selectate la etapa de screening au fost
determinate concentratiile minima inhibitoare si minima fungicida. Activitatea substantelor
studiate fatd de tulpinile incluse in cercetare a fost comparata cu activitatea inraconazolului si
cea a clorhidratului de naftifind (CN). Au fost depistate doud substante cu activitate mai
pronuntati ca cea a itraconazolului asupra tulpinii Candida albicans ATCC®10231™. In baza
acestor rezultate a fost elaboratd o cerere de brevet de inventie si obtinutd Hotararea pozitiva de
acordare a brevetului de inventie. Extractele etanolice din biomasa de spirulind cu continut de
cobalt si cadmiu au manifestat activitatea antifungicd cea mai Inaltd fatda de tulpinile
Trichophyton rubrum ATCC®28188™; Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™ sij
Microsporum canis ATCC®36299™. Fata de tulpina Microsporum gypseum ATCC®24102™ g
fost activ si extractul etanolic din biomasa cu continut de crom. In cazul fungilor filamentosi
Aspergillus fumigatus CNM-FA-02, Mucor vulgaris CNMN-FD-07, Penicillium expansum
CNMN-FD-05, CMI joase au fost obtinute pentru extractele hidrice si etanolice din biomasa de
spirulind cu continut de Cd si Cr. Asupra ambelor izolate naturale din genul Fusarium au

actionat extractele etanolice din biomasa de spirulind cu continut de cadmiu si crom.

4. MODIFICARILE INDUSE DE REMEDIILE BIOLOGICE SI CHIMICE LA
TULPINILE DE FUNGI include analiza rezultatelor cercetarilor, care au fost intreprinse pentru
a elucida unele dintre mecanismele de actiune a substantelor selectate. In calitate de test relevant

pentru aprecierea nivelului de toxicitate a substantelor studiate fata de fungi a fost aplicat testul
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de determinare a activitatii lactat dehidrogenazei eliberate. Rezultatele obtinute demonstreaza, ca
remediile testate (cu exceptia extractelor hidro etanolice din biomasa de spirulind si nostoc)
provoaca eliberarea pronuntatda a LDH in mediul extracelular. Astfel, ca rezultat al contactului
culturilor de fungi cu concentratii corespunzatoare CMI ale substantelor testate, are loc cresterea
de 1,2-3,7 ori a activitatii LDH eliberate, ceea ce este un indicator al actiunii toxice asupra
celulelor si a dereglarii permeabilitatii si structurii peretelui si membranei celulare. Rezultatele
obtinute pentru extractele etanolice din biomasa de spirulind cu continut de metale (in special
Co, Cr si Cd) sunt foarte apropiate de cele obtinute pentru martorii pozitivi (itraconazol,
ketoconazol si clorhidratul de naftifind). Compromiterea integritatii peretelui si membranei
celulare a fost confirmata si prin examenul microscopic, care a permis depistarea fragmentarii
miceliului, revarsarea totala sau partiald a continutului hifelor in mediul extracelular.

De rand cu eliberarea LDH majoritatea substantelor au indus o micsorare puternicd a
activitatii supeoxiddismutazei, catalazei si glutation peroxidazei In biomasa fungilor, ceea ce
duce la micsorarea viabilitatii patogenilor. Aceste efecte Intr-o masurd mai mare ori mai mica,
pot fi urmarite la toate tulpinile de fungi luate in studiu. Exceptie prezinta extractele hidro
etanolice din biomasa de spirulind si nostoc, care nu modifica activitatea GPx, scad activitatea
CT si maresc pe cea a SOD, astfel, fiind dezechilibrat sistemul enzimatic primar de protectie
antioxidanta.

Activitatea antioxidantd in biomasa fungilor patogeni de asemenea se modifica sub
influenta substantelor cu efect antifungic. Capacitatea de reducere a radicalului cation ABTS"
(2,2 azinobis 3-etilbenzotiazolina-6- acid sulfonic) scade cu pana la 64% in biomasa fungilor
tratati cu substantele selectate fatd de valoarea indicatorului dat in biomasa netratata. in acelasi
timp in biomasa fungica creste semnificativ cantitatea de dialdehida malonica, care este produsul
final al peroxidarii lipidice.

Astfel, atat compusii chimici noi, cat si extractele din frunzele si pericarpul de nuc si din
biomasa de spirulind cu continut de metale au generat acelasi tip de reactii de raspuns a culturilor
de fungi testati: eliberarea extracelulard a lactat dehidrogenazei, scaderea activitatii enzimelor
antioxidante din prima linie de protectie — SOD, CT si GPx, scaderea activitatii antioxidante
totale a biomasei fungice si marirea cantitatii produselor peroxidarii lipidice.

Rezultatele obtinute sugereaza, ca unul dintre mecanismele posibile de actiune a remediilor
testate este bazat pe generarea stresului oxidativ, care soldeaza cu degradarea intensa a
componentelor celulare, in primul rand a membranelor. Aceasta ar putea fi una din explicatiile
pentru dereglarea permeabilitdtii peretelui i membranei celulare, care duce la eliberarea intensa

in mediul extracelular a lactat dehidrogenazei.
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Un alt mecanism care asigurd actiunea antifungica a substantelor mentionate constd in
reducerea activitatii enzimelor antioxidante primare, care de fapt sunt considerate factori de
patogenitate, atat pentru culturile de bacterii patogene, cat si pentru cele fungice. In culturile
studiate sub influenta substantelor de origine chimica si biologica a fost inregistrata scdderea
esentiald a activitatii catalazei, superoxiddismutazei si glutation peroxidazei, astfel celulele

fungice raman vulnerabile in fata factorilor de protectie eliminati de celulele gazdei.

Compartimentul CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI contine chintesenta
lucrarii, exprimata concis in concluziile generale, ce reflectd analiza rezultatelor obtinute,
exprima valoarea practicd a lucrarii prin recomandarile inaintate si schiteazd tematica unor
cercetdri ulterioare, care vor asigura continuarea logica a cercetdrilor expuse in prezenta teza de

doctorat.

BIBLIOGRAFIA include cele 194 surse citate in teza.

Compartimentul ANEXE contine lista compusilor chimici inclusi in studiu cu abrevierile
utilizate in lucrare, formulele liganzilor si masele lor moleculare; copiile titlului de brevet de

inventie si a celor 5 diplome de insotire a medaliilor, obtinute la saloanele internationale de

inovatii.
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1. AGENTI ANTIFUNGICI: MOD DE ACTIUNE, MECANISME DE REZISTENTA
SI STRATEGII DE CERCETARE

In ultimul timp fungii se manifesta tot mai activ in calitate de agenti cauzali ai infectiilor
umane, ceea ce este determinat, In primul rand, de numarul in crestere a persoanelor cu
imunosupresie severd. Lista acestui tip de pacienti include persoanele care suferd de maladii
hematologice si autoimune, au fost supuse transplantului de organ sau au un statut imun
compromis [45]. Chiar si in cazul tratamentului adecvat cele mai multe infectii fungice invazive
sunt asociate cu rate ridicate de mortalitate - de peste 50% [25, 35]. Prin aceasta se explica
interesul major fatd de informatia despre rolul fungilor in dezvoltarea diverselor stéri patologice
[28]. Cu toate ca se lucreaza foarte mult la elaborarea medicamentelor antifungice mai active si
mai putin toxice si se aplica masuri de profilaxie practic 1n toatd lumea, micozele (in special cele
invazive) continud sa fie unele dintre cele mai grave complicatii infectioase, care cauzeaza o rata
de mortalitate inacceptabil de 1nalta [94]. Maladiile cauzate de fungi includ infectii superficiale
(dermatofite), invazive (sistemice) si oportuniste. Infectiile dermatofite sunt cauzate de
infectarea straturilor superficiale ale pielii de catre agentii dermatofiti. Notiunea data este bazata
de fapt pe localizarea specificd a afectiunilor si nu pe apartenenta sistematica a agentilor cauzali,
cu toate cd majoritatea dermatofitilor fac parte din genurile Microsporum, Trichophyton si
Epidermophyton. Conform unor autori aproximativ 25% din populatia Terrei sunt infectati cu
acesti germeni [5, 25, 73].

Infectiile fungice invazive (sistemice) au o incidenta care este mult mai mica decat cea a
infectiilor superficiale, dar provoaca o ingrijorare mai mare deoarece acestea sunt asociate cu o
ratd de mortalitate inacceptabil de ridicata, acestea luand viata anual a aproximativ unui milion si
jumatate de oameni [72]. Acest tip de infectii se produce prin inhalarea sporilor, ce cauzeaza
pneumonii fungice, care nu pot fi transmise de la om la om, dar pot apdrea si la persoane
sandtoase. Multe dintre organismele care cauzeaza infectii fungice sistemice se caracterizeaza
prin locatii geografice specifice cu climat favorabil pentru proliferarea lor. Printre cele mai
cunoscute infectii de acest fel se numara coccidioidomicoza (Cocidioides immitis),
histoplazmoza (Histoplasma capsulatum), blastomicoza (Blastomyces dermatitidis) s.a. [5], iar
90% din cazurile de deces sunt cauzate de speciile din genurile Cryptococcus, Candida si
Aspergillus [72].

Fungii, care cauzeaza infectii oportuniste (Candida albicans, Cryptococcus neoformans,
Aspergillus sp., Murcor sp. s.a.) nu prezinta pericol pentru persoanele sanatoase, dar le afecteaza

in special pe acele cu statut imun compromis, la care provoaca infectii grave (candidoze,
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meningita criptococald, aspergiloza, mucormicoza s.a). Pacientii deosebit de sensibili la aceste
infectii includ persoane cu diabet, leucemie, cancer, HIV si alte tipuri de imunodeficienta [5, 39,
119]. Evolutia practicilor medicale cu introducerea unor noi proceduri terapeutice, cum sunt
utilizarea unor chimioterapii mai agresive sau noi medicamente imunosupresoare, cum ar fi
antagonistii factorului de necroza tumorald, anticorpi anti-CD52 (alemtuzumab), si anticorpii
antagonisti receptorilor de interleukina (basiliximab), a favorizat cresterea incidentei micozelor
invazive [45].

Proportii ingrijoratoare a atins numarul de pacienti susceptibili la infectii invazive
provocate de fungi filamentosi, caracteristici diferitor habitate naturale cum sunt solul si diferite
substraturi organice, care continud sd creascd In mod constant. Cei mai cunoscuti agenti ai
micozelor invazive fac parte din genurile Aspergillus si Mucor. In ultimii ani aceasta lista a fost
completatd cu fungi filamentosi mai putin frecventi in mediul ambiant, cum sunt Fusarium spp.
si Penicillium spp. La fel s-au extins si limitele de aplicare a termenului de invazie fungica de la
boald invaziva, la entitdti mai putin recunoscute anterior, cum ar fi astmul sever cu sensibilizare
fungica, tusea cronicd asociatd cu infectiile fungice, micoza alergicd bronhopulmonara, si
rinosinuzita fungica alergica [35, 116, 159].

Astfel, problemele ce tin de elucidarea mecanismelor de actiune a preparatelor antifungice,
evidentierea cdilor de dobandire a rezistentei la actiunea acestora si strategiile de cercetare care
au drept scop descoperirea de noi compusi cu proprietati antifungice rdman in centrul atentiei

cercetatorilor din domeniul biomedicinii si farmaceuticii contemporane.

1.1. Preparate antifungice si mecanismele de actiune a lor

Terapia antifungicad adecvata este prescrisa in dependenta de statutul imun al pacientului,
site-ul de infectie, caracteristicile biologice ale agentului patogen si caracteristicile
farmacocinetice ale medicamentului aplicat. Preparatele antifungice, care pot fi aplicate cu
succes In tratamentul micozelor la om trebuie sd actioneze in baza diferentelor intre celulele
fungice si cele proprii corpului uman. In acelasi timp fungii ca si mamiferele sunt organisme
eucariote, si deci, elaborarea preparatelor care atacd celulele fungice fard a provoca daune
organismului uman, este o sarcina extrem de dificild. Una dintre deosebirile, care pot fi
exploatate in designul farmaceutic al preparatelor antifungice, este prezenta unui sterol specific
in membrana celulara a drojdiilor - si anume ergosterolul (la mamifere in locul acestuia este

prezent colesterolul) [125]. O tinta specifica pentru actiunea preparatelor antifungice sunt si

componentele peretelui celular — manoproteinele si p-glucanii. Marea majoritate a
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medicamentelor active contra fungilor patogeni sunt elaborate anume in baza acestor diferente
esentiale.

Preparatele care sunt utilizate in prezent pentru tratarea maladiilor provocate de fungi pot fi
divizate dupa mai multe criterii, principalele dintre care sunt: mecanismul de actiune si structura
chimica [5]. Dupa mecanismul de actiune toate medicamentele antifungice se divid in
urmatoarele grupuri:

1. Inhibitori ai sintezei peretelui celular (de ex. caspofungina, micafungina si
anidulafungina);
2.  Preparate ce fixeaza ergosterolul din componenta membranei citoplasmatice (de ex.
nistatina, amfotericina —B);
3. Inhibitori ai sintezei ergosterolului si lanosterolului concomitent (de ex. terbinafina,
naftifina, butenafina s.a);
Inhibitori ai sintezei ergosterolului (din acest grup fac parte azolele);
Inhibitori ai sintezei acizilor nucleici (de ex.5-flucitozina);

Inhibitori ai mitozei fungale (de ex. griseofulvina);

N o g &

Preparate cu un alte mecanisme de actiune (de ex. ciclopiroxul, haloprogina s.a.)

Inhibitori ai sintezei peretelui celular.

Peretele celular fungic este o structurd dinamica, care protejeazd celula de modificarile
presiunii osmotice si actiunea altor factori de mediu, dar si calea de interactiune a celulei cu
mediul. Structura si biosinteza peretelui celular fungic sunt unice si caracteristice doar acestui
regn, si prin urmare, acesta este un obiectiv excelent pentru dezvoltarea de medicamente
antifungice. In componenta peretelui la fungi intrd mananele, chitina, a- si p-glucanii, fiecare in
parte fiind potentiale tinte pentru terapia antifungica [24].

Chitina, un homopolimer liniar lung, format din resturi de B-1,4-N-acetilglucozamina, este
consideratd a fi componenta relativ minord din punct de vedere cantitativ al peretelui celular
fungic. La fungii levuriformi cantitatea de chitind in peretele celular este de 1-2%, in timp ce
peretii celulari ai fungilor filamentosi, contin 10-20% chitind. Microfibrilele de chitina la fungi
sunt formate de legaturile de hidrogen dintre catenele vecine ale polimerului. Sinteza chitinei
este mediatd de catre chitin - sintaza, o enzima membranara, care catalizeaza transferul de N-
acetilglucozamina din componenta difosfat uridin (UDP) — N - acetilglucozaminei intr-un lant
de chitina in procesul de crestere. Alungirea lanturilor de chitina se realizeaza prin intermediul
sintezei vectoriale, astfel incat lanturile in formare sunt expulzate prin membrana plasmatica.

Dupa aceasta urmeaza formarea legdturilor de hidrogen intre moleculele noi formate si
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cristalizarea ulterioara a chitinei in spatiul extramembranar, in imediata vecindtate a membranei
plasmatice. Acest proces este localizat in zonele de crestere activa si remodelare a peretelui
celular, cum ar fi zona formarii mugurelui la drojdii, ori zonele apicale ale hifelor la fungii
filamentosi. Atunci cand sinteza chitinei este perturbata, peretele celular degradeaza, iar celula
fungica devine osmotic instabila. Astfel, procesul de biosinteza a chitinei este considerat o tinta
excelentd pentru agentii antifungici. Printre cei mai cunoscuti inhibitori ai chitin - sintazei sunt
compusii naturali nikkomicina si polioxinele, precum si derivatii lor sintetici. Nikkomicina si
polioxinele sunt analogi ai substratului chitin - sintazei, si functioneaza ca inhibitori competitivi
[135]. Cu toate ca efectul lor in vitro este foarte inalt, in vivo ele nu se manifesta la fel. Se
considera, cd ineficacitatea lor este determinatd de absorbtia limitatd a inhibitorilor in
citoplasma agentilor patogeni fungici. In prezent, fungicidele, care vizeazi in mod specific
sinteza chitinei au o utilizare limitata in clinica. In prezent se cauti activ agenti noi cu efect de
inhibitie a chitin - sintazei. De perspectiva par a fi derivatele fosforamidate ale cumarinei, care
au activitate de inhibitie a enzimei la mai multe specii de fungi patogeni [56, 79]. De asemenea
se lucreazd asupra sintezei a noi derivati monomerici ai uridinei in calitate de inhibitori
competitivi ai activitatii chitin - sintazei [86].

Glucanii sunt polizaharidele structurale majore ale peretelui celular la fungi, constituind
aproximativ 50-60% din greutatea lui. Polimerii glucanici sunt compusi din reziduuri de glucoza,
care sunt asamblate in lanturi printr-o varietate de legituri chimice. Intre 65% si 90% din
structura lor glucanii sunt prezentati prin -1,3-glucan. Afara de acest tip de legaturi mai sunt
legaturile B-1,6; B-1,4; a-1,3 si a-1,4. Sinteza B-1,3-glucanului este necesard pentru o structura
adecvata a peretelui celular, precum si pentru cresterea si dezvoltarea normald a fungilor
miceliali [24]. In cazul fungilor bimorfi sinteza acestui compus este esentiald pentru realizarea
potentialului patogen invaziv la trecerea de la forma levuriand la cea hifald [46]. Inhibarea
sintezei de -1,3-glucan este examinata ca un mijloc de a perturba formarea peretelui celular si a
preveni dezvoltarea fungilor. A fost descoperita si propusa pentru utilizare in clinica o familie de
agenti antifungici, cunoscuti Ssub numele de echinocandine, care includ caspofungina,
micafungina si anidulafungina - inhibitori non-concurentiali ai complexului de sintaze a j3-1,3-
glucanului [130,131]. Ca urmare, celulele tratate cu echinocandine devin osmotic sensibile,
formeaza pseudohife, au un perete celular hipertrofiat si zone de liza evidentd. Este cunoscut, ca
echinocandinele se leagd de unitatea catalitica a sintazei [B-1,3-glucanului, inactivand-o.

Tratamentul cu echinocandine prezintd o terapie promitdtoare a aspergilozei si candidozei

[74,187].
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Manoproteinele sunt componente interstitiale ale peretilor celulelor fungice. Structural,
acestea sunt lanturi complexe formate din monomeri de manozd legati de proteine prin N-
acetilglucozamina si resturile de asparagind. Manoproteinele pot fi implicate in recunoasterea
celuld-celula si procesele de reproducere. Mecanismul de actiune al inhibitorilor biosintezei
manoproteinelor implicd aparent complexarea gruparilor carboxil ale acestora cu partea
zaharidica a manoproteinelor de la suprafata peretelui celular. Agentii de tipul benanomicinei,
pradimicinei si chinonei benzonaftacene fac parte din grupul de inhibitori ai biosintezei

manoproteinelor la fungi [104].

Preparate ce fixeaza ergosterolul din componenta membranei citoplasmatice.

Ergosterolul, sterolul major al membranelor fungice, este esential pentru cresterea si
dezvoltarea fungilor. Este implicat in numeroase functii biologice, cum ar fi asigurarea fluiditatii
membranei, reglementarea activitatii si distributiei proteinelor membranare integrate, precum si
controlul ciclului celular [78]. Rolul esential al ergosterolului in mentinerea membranelor
celulare face ca ergosterolul si procesul de biosintezd a lui sa fie esentiale pentru cresterea
fungilor. Totodatd acest compus si cdile de sinteza a lui devin si un obiectiv principal pentru
multe dintre medicamentele disponibile in prezent, destinate tratamentului infectiilor fungice
umane severe. Acestea vizeazd direct ergosterolul, sau etapele enzimatice ale cdii sale de
biosinteza. Amfotericina B (AMB), un preparat din grupul polienelor a reprezentat, timp de mai
mult de 30 de ani, terapia antifungicd standard a aspergilozei invazive. Cu toate acestea
mecanismul complet de actiune incd nu este descifrat. Este unanim acceptat faptul ca AMB
provoaca moartea fungilor in principal prin permeabilizarea membranei mediatd de formarea
canalelor prin care are loc scurgerea componentelor celulare. Cercetarile recente sugereaza ca
AMB produce moartea celulelor prin formarea legéturilor cu ergosterolul, astfel incat formarea
canalelor transmembranare reprezintd un mecanism complementar, care sporeste eficienta
preparatelor antifunguce [9, 58].

Preparatele din acest grup, pot fi examinate ca parte componenta a terapiilor complexe ale
infectiilor fungice. Astfel, se considera, ca majoritatea preparatelor nu se pot manifesta ca
antifungice din simplu motiv, cd nu pot penetra peretele si membrana celulei. Utilizarea
compusilor care formeazad legdturi cu ergosterolul din componenta membranei celulare, si ca
consecinta — aparitia porilor, faciliteazd patrunderea mai multor preparate si substante active in
interiorul celulelor fungice, ceea ce in final duce la moartea acestora. Sunt cunoscute rezultatele
cercetarilor in care aplicarea prealabila a nistatinei a dus la amplificarea efectelor antifungice ale

acidului helvolic si teramidei A din extractele obtinute din entomopatogeni [85]. Astfel, aceasta
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categorie de preparate antifungice este de perspectiva pentru terapia combinatd a micozelor

invazive fatale.

Inhibitori ai sintezei ergosterolului si lanosterolului.

Alilaminele, ca de exemplu terbinafina si naftifina, precum si tiocarbamatii au fost
conceputi ca noi inhibitori specifici ai biosintezei ergosterolului, care se deosebesc semnificativ
de alte categorii de astfel de inhibitori. Mecanismul de actiune al acestor substante este descris ca
un proces de inhibare necompetitiva reversibila a scualen epoxidazei, o enzima, care, Tmpreuna
cu ciclaza (2,3)-oxidosqualenei, este responsabila pentru ciclizarea scualenei in lanosterol. Ca
rezultat, are loc epuizarea ergosterolui in celuld si acumularea de squalend. Aceste procese
afecteaza structura si functiile membranei celulare, inclusiv deregleaza procesul de absorbtie a
nutrientilor. Din acest grup de substante aplicate in clinica fac parte alilaminele naftifina si
terbinafina, si tiocarbamatul tolnaftat. Mai sunt cunoscute benzilamina si butenafina, care au un
mecanism de actiune similar cu cel al alilaminelor si, In plus, mai produc efecte membranare
directe in celulele cu insuficientd gravd de ergosterol [104]. Astfel, preparatele din aceasta
categorie inhiba etapele cele mai timpurii de sintezd a ergosterolului, care finalizeaza cu
formarea de lanosterol. Ca rezultat, celulele nu numai ca sunt lipsite de ergosterolul necesar
procesului de formare a membranei celulare, dar si de oricare alti steroli intermediari. Anume
lipsa acestora a Sugerat cad mecanismul de actiune a acestor preparate antifungice constd in
inhibarea sintezei sterolilor in punctul de epoxidare a scualenei, o reactie catalizata de scualen
epoxidaza. Studiile efectuate pe enzima purid indica faptul ci aceasta este tinta alilaminelor. In
acest caz moartea celulelor fungice este legata in primul rand de acumularea de scualena, iar
deficitul de ergosterol este un factor secundar. Nivelurile ridicate de squalena duc la cresterea

permeabilitatii membranare, ceea ce provoaca perturbarea organizarii celulare a fungilor [95].

Inhibitori ai sintezei ergosterolului.

Spre deosebire de categoria precedenta, acest grup de preparate antifungice provoaca
inhibitia sintezei ergosterolului la etape mai tarzii. Reprezentanti tipici ai acestui grup sunt
azolele, care au revolutionat domeniul micologiei medicale datoritd spectrului lor larg de actiune
si toxicitatii reduse in comparatie cu AMB [80, 104]. Primii derivati azolici au fost descoperiti
la sfarsitul anilor 1960. Acestia sunt in totalitate sintetici si in prezent sunt intr-un proces de
dezvoltare si extindere, care nu se mai intalneste in alte grupuri de preparate antifungice [83].
Azolele sunt clasificate ca imidazoli sau triazoli in dependenta daca acestea au doi sau trei atomi

de azot in inelul azolic. Marea majoritate au efecte pronuntate contra fungilor levuriformi si
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filamentosi. Inhibarea biosintezei ergosterolului de catre aceastd categorie de agenti are loc la
etapa de demetilare C-14 [133, 147]. Ca rezultat, se inregistreaza epuizarea ergosterolului si
acumularea de lanosterol si alti steroli 14-metilati, care nu pot asigura functiile ergosterolului in
calitate de component al membranei celulare. Perturbarea structurii membranei plasmatice duce
la intensificarea proceselor de distructie, inclusiv prin modificarea activitatii mai multor enzime
fixate de membrand, cum ar fi cele asociate cu transportul nutrientilor, sinteza de chitina,
cresterea si proliferarea celulelor. Dintre imidazoli: miconazolul, ketoconazolul, clotrimazolul,
econazolul,  bifonazolul, butoconazolul, fenticonazolul, izoconazolul, oxiconazolul,
sertaconazolul, sulconazolul si tioconazolul sunt sau au fost printre cei mai des utilizati agenti
antifungici, care produc deteriorarea membranelor celulare, manifestand in acelasii timp, un
potential toxic foarte Tnalt. Triazolii sunt compusi de generatie mai noud, mai putin toxici si mai
eficienti. Printre acestia se numara fluconazoul, itraconazolul, isavuconazolul, ravuconazolul,
voriconazolul si terconazolul.

In aceiasi categorie de inhibitori ai sintezei ergosterolului mai intra si compusi non-azolici,
in special inhibitori ai dimetilazei P-450DM. La fel, pe durata a mai multor ani au aparut
publicatii despre anumiti compusi, cum ar fi triazolul SCH-56592 (posaconazolul), triazolul
optic activ TAK-187, triazolul ER-30346, amida triazolica T-8581 cu efecte mai pronuntate
decat cele ale itraconazolului impotriva Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida

glabrata, Trichosporon beigelli, Aspergillus fumigatus, si Candida neoformans [104].

Inhibitori ai sintezei acizilor nucleici.

Ca urmare a apartenentei fungilor patogeni si gazdelor atacate la acelasi domen — Eukaria,
asemanarile dintre structura ADN / ARN si procesele legate de transcriere-translare, aceste verigi
metabolice au fost tinte dificile pentru dezvoltarea noilor preparate antifungice. Mai recent,
datoritd dezvoltarii biologiei moleculare, au fost evidentiate diferente importante intre tipurile de
celule, ceea ce a permis elaborarea de noi preparate care actioneaza asupra procesului de
realizare a informatiei ereditare.

Strategia selectatda de catre elaboratorii noilor medicamente antifungice constd in
redirectionarea proceselor metabolice normale. Astfel, compusii cu activitate antifungicd din
aceastd categorie trebuie sd se asemene structural cu metabolitii cheie, astfel incét acestia sa fie
utilizati in mod eronat in caile metabolice ale celulei fungice. Este important, ca aceste preparate
sa nu intervina si in metabolismul celulelor gazdei. Flucitozina (s5-fluorocitosina - 5-FC) este un
exemplu elocvent in acest sens. Dezvoltat in anii 1950 ca un agent antineoplazic potential, s-a

dovedit a fi ineficient contra tumorilor, dar s-a manifestat ca agent metabolic antifungic.
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Compusul patrunde in interiorul celulei fungice prin intermediul unei permeaze citozinice, dupa
care este supus actiunii diaminazei citozinice, care il transforma in 5-fluorouracil (5-FU).
Fosforilarea ulterioara si incorporarea acestuia in structura ARN, conduce la aparitia erorilor in
sinteza proteinelor. Suplimentar la aceasta, 5-FU supus fosforilarii este convertit in
dezoxinucleozida respectiva, care blocheaza sinteza ADN prin inhibarea enzimei timidilat
sintetaza. Ca rezultat este compromis procesul de replicare a ADN-ului in celula fungica [36,
178].

Printre alte tinte, se numara si topoizomeraza I, care participa la replicarea, transcrierea,
repararea si segregarea cromozomiald la celulele fungice. Desi nu este consideratd o enzima
esentiala, topoizomeraza fungica I a stat la baza elaborarii inhibitorilor de tipul camptotecinei.
Aceste preparate formeaza complecsi cu enzimele implicate in replicare si reorienteaza acest
proces in sens invers [164]. Factorul de elongare 3 si factorul de elongare 2 (EF-3 si EF-2 ) de
asemenea sunt specifici celulelor fungice si servesc drept tinte convenabile pentru astfel de
preparate cum sunt sordarinele [165]. Tot la aceasta categorie de preparate antifungice se refera
si unele produse naturale care prin diferite mecanisme moleculare blocheazi biosinteza
moleculei de ADN, a aminoacizilor, a poliaminelor si a acidului folic. Toate substantele de acest
tip In cele din urma afecteaza procesul de biosintezad a acizilor nucleici in celulele fungice, ceea

ce duce la moartea lor [104].

Inhibitori ai mitozei fungale.

Inhibarea procesului de diviziune celulard este o tintd foarte ravnita de catre cercetatori si
medicii practicieni pentru a elabora noi preparate cu efecte antifungice. Cu parere de rau, din
cauza similaritatii procesului mitotic la celulele fungice si celulele gazdei, aceasta optiune
ramane pand In prezent o sarcina de viitor. Cu toate acestea, de foarte mult timp sunt cunoscuti
agenti antifungici, care 1si realizeaza efectul anume prin influenta lor asupra mitozei fungice.
Una dintre verigile cheie ale procesului de mitoza, asupra cdrora se poate de influentat specific
cu diferiti agenti chimici sunt microtubulii — polimeri formati din dimeri ai a- si -tubulinei.
Procesul de agregare si dezagregare a microtubulilor are un rol crucial in procesul de diviziune
celulard. Majoritatea agentilor antifungici cunoscuti pentru acest mecanism de actiune (in special
griseofulvina si derivatele ei) interactioneaza cu PB-tubulina si inhibd procesul de agregare a
acesteia. Cu toate ca B-tubulina este o proteina conservativa pentru eucariote, au fost descoperite
unele deosebiri iIntre structura acesteia la mamifere si la fungi, care asigurd selectivitatea

preparatelor antifungale care actioneaza pe aceste verigi.
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Griseofulvina — unul din cele mai frecvent prescrise medicamente in dermatomicoze, se
caracterizeaza prin actiune fungistatica. Substanta activa a fost izolatd din Penicillium
griseofulvum in 1939. Acest medicament este, de asemenea, un vasodilatator slab si inhiba
chemotaxia leucocitelor, avand eficacitate intr-0 varietate de boli, inclusiv nonfungale cum este
maladia Raynaud, scleroza sistemica progresiva, rozaceea, fasciita eozinofilica si guta.

Modul de actiune al griseofulvinei asupra celulelor fungice consta in blocarea procesului
de formare a fusului cromatic si axului mitotic, si oprirea mitozei la etapa de metafaza 88, 97,
167]. In prezent se cerceteazia in special posibilitatea de a obtine derivati mai activi ai

griseofulvinei prin sinteza ori din surse naturale, in special din fungi.

Preparate cu alte mecanisme de actiune

Exista numeroase preparate cu efect antifungic care nu pot fi atribuite la nici unul dintre
mecanismele descrise anterior. Printre acestea se numara si ciclopiroxul - un agent antimicotic
topic care apartine clasei chimice a hidroxipiridonelor si care nu au legatura cu azoli sau orice
alta clasd de medicamente antifungice. Profilul sdu antifungic include aproape toti dermatofitii
relevanti clinic, drojdiile si mucegaiurile, si este, prin urmare, mai larg decat profilul majoritatii
antimicoticelor. Este activ impotriva anumitor tulpini de Candida albicans azol-rezistente si
impotriva unor bacterii. Mecanismul de actiune al ciclopiroxului este diferit de cel al altor
medicamente antifungice topice, care actioneaza in general prin inhibarea sintezei ergosterolului.
Ciclopiroxul are afinitate ridicata fata de cationii metalici trivalenti. Cuplarea lui cu acestia are
ca rezultat inhibarea enzimelor metal - dependente care sunt responsabile de degradarea
peroxizilor din interiorul celulei fungice. Ca rezultat celula fungica este distrusa prin actiunea
peroxizilor endogeni. Acest mecanism unic ofera un potential foarte redus pentru dezvoltarea
rezistentei fatd de acest preparat [166]

Printre compusii cu un alt mecanism de actiune antifungicd decat cele descrise sunt si
acizii organici cum ar fi acizii caprilic, salicilic, undecilenic, propionic si benzoic. Acestia
prezintd activitate antifungica prin interactiunea cu componentele nespecifice din membranele
celulare. Acizii organici cu catena medie si scurtd sunt cunoscuti ca compusi antimicrobieni, iar
acizii aromatici cum ar fi acidul benzoic, si-au gasit aplicare in calitate de conservanti in
produsele alimentare pe baza proprietatilor lor antifungice. Acidul sorbic este un agent
antimicotic, care demonstreaza activitate cu spectru larg impotriva drojdiilor si mucegaiurilor. O
mare parte dintre compusii nominalizati au In calitate de tintd de actiune diferite etape de sinteza

a biotinei, care este esentiald pentru metabolismul fungic [104].
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Unele preparate naturale, ca haloprogina, partea activa a careia este alicina, pare sd aibd un
mod de actiune bazat pe capacitatea sa de a traversa membrana celulara si de a se combina cu
grupdri care contin sulf din structura aminoacizilor si proteinelor. Mai des efectele acestui
preparat sunt asociate cu faptul, ca alicina blocheaza activitatea glutationului [42].

O parte din mecanismele de activitate antifungica se referd nu atat la actiunea directa
asupra fungilor, cat la modelarea interactiunii gazdi — patogen. In special printre agentii
antifungici naturali foarte des este remarcat faptul ca acestia stimuleazd imunitatea celulard a
macroorganismului afectat. Aceste efecte au fost urmadrite in procesul de studiu a actiunii uleiului
de arbore de ceai, uleilui de citroneld, uleiului din portocale, uleiului de palmarosa, uleiurilor de
lamaie si mirt, uleiului de nuca de cocos - toate prezentand activitate antifungica pronuntata. Se
presupune cd aceste substante ar putea actiona prin modificarea proprietdtilor membranare si
compromiterea functiilor asociate membranei. Extractul din frunze de olive stimuleaza procesul
de fagocitoza a fungilor in organism [173].

La aceasta categorie de preparate putem adauga inca foarte multe, pentru care este
cunoscut cd actioneaza asupra ATP-azelor membranare, asupra diferitor verigi ale procesului
transductiei de semnal, lanturilor transportoare de electroni si altor etape metabolice de
importanta vitala, dar toate acestea necesita cercetari suplimentare, deoarece afecteaza elemente
comune ale metabolismului fungic si cel uman, si deci, nu intrunesc cerintele fatd de un agent

antifungic ideal.

Clasificarea preparatelor antifungice in baza structurii chimice permite evidentierea
urmatoarelor grupuri [59, 83]:
1. Polienele (afotericina, nistatina, hamicina);
2. Azolele (ketoconazolul, clotrimazolul, oxiconazolul, miconazolul, itraconazolul,
voriconazolul s.a.);
3 Alilaminele (terbinafina, butenafina);
4, Flucitozina;
5 Echinocandinele (caspongina, anidulafungina, micafungina s.a);
6. Alti agenti antifungali topici (tolnaftatul, acidul benzoic s.a).

Aceasta clasificare, spre deosebire de prima, este bazata pe structura componentei active a
medicamentului, si nu pe modul lor de actiune. Din aceastd cauza, mai multe grupuri structurale
de compusi antifungici au aceeasi tintd si mecanisme foarte similare de actiune. Primele trei
grupuri (polienele, azolele si alilaminele) au drept tinta ergosterolul, asupra caruia actioneaza pe

diferite cai. Astfel, azolele (de ex. fluconazolul, voriconazolul si posaconazolul) si alilaminele
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(de ex. terbinafina) inhiba biosinteza ergosterolului, in timp ce polienele (de ex. amfotericina B)
se leaga de ergosterolul din componenta membranei citoplasmatice, ceea ce duce la formarea
porilor si modificarea permeabilitatii membranare [5].

Flucitozina (5-fluorocitozina) inhibd metabolismul pirimidinic si sinteza ADN-ului, iar
echinocandinele (caspofungina, anidulafungina, micafungina) sunt agenti cu activitate vis-a-Vis
de peretele celular, blocand sinteza -1,3-D glucanului, care este componentul structural major al
peretelui celular la fungi [39, 51, 57].

In tratamentul infectiilor fungice sistemice se utilizeaza un numar limitat de medicamente
antimicotice disponibile, care formeaza patru clase diferite [99]: (a) macrolide polienice care
modifica functiile membranare ale agentului patogen; (b) derivati azolici care inhiba demetilaza
14a-lanosterolului, o enzimd cheie in biosinteza ergosterolului; (c) inhibitori ai sintezei ADN-

ului si ARN; si (d) inhibitori ai sintazei 1,3-B-glucanului.

1.2. Mecanisme de rezistenta dezvoltate de fungii patogeni

Utilizarea pe scara largd a preparatelor antifungice este unul dintre factorii care faciliteaza
aparitia rezistentei. Aparitia rezistentei dobandite la speciile prevalente de fungi patogeni reduce
morbiditatii si mortalitatii in randurile populatiei, dar si ascensiunea costurilor de ingrijire si
tratament a persoanelor afectate. Studiul rezistentei la preparatele antifungice in prezent ramane
in urmd cu mult fata de cel al rezistentei la preparatele antibacteriane. Din aceste motive atentia
cercetdtorilor este concentrata pe studiul detaliat al mecanismelor de rezistentd antifungica,
perfectionarea metodelor de detectare a rezistentei, elaborarea de noi preparate antifungice
pentru tratamentul infectiilor cauzate de microorganisme rezistente, si aplicarea metodelor de
prevenire a aparitiei si raspandirii formelor rezistente de fungi patogeni [57, 115].

Rezistenta antifungica este specifica atat tulpinilor de patogeni primar rezistente (care sunt
din start insusceptile ori putin susceptibile la actiunea anumitor agenti), cat si celor secundar
rezistente (care capdtd aceasta rezistentd ca urmare a expunerii la actiunea agentilor antifungici).
Printre factorii care duc la formarea rezistentei secundare sunt:

e aplicarea tratamentelor antifungice persoanelor cu statut imun compromis, la care cel mai
des aceste tratamente esueaza, iar infectia fungica este combatutd fara a beneficia de un
raspuns imun al organismului [20];

e prezenta in corp a cateterelor, valvelor artificiale si altor dispozitive chirurgicale

favorizeaza aderarea fungilor patogeni si formarea filmelor rezistente [23];
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e aplicarea in tratamente a dozelor improprii - mai mici decat cele suficiente pentru a se

manifesta ca fungicide [38].

Microorganismele dezvoltd mecanisme comune pentru a contracara efectele fungicide sau
fungistatice ale preparatelor antifungice din toate clasele. In prezent se considerd, ci rezistenta
la medicamente a fungilor se bazeaza pe trei mecanisme principale, si anume: (a) reducerea
acumularii medicamentului 1n interiorul celulei fungice, (b) reducerea afinititii medicamentului
fatd de tinta sa si (c¢) modificarea metabolismului in scopul de a contrabalansa efectul
medicamentului [176].

Mecanismele moleculare ale rezistentei primare sunt extrem de diverse si specifice fiecarui
agent antifungic. In prezent sunt acumulate numeroase date despre rezistenta fungilor patogeni la
actiunea diverselor preparate medicamentoase. Unul dintre cele mai raspandite mecanisme de
rezistentd antifungica este procesul mutagen ori superexpresia enzimelor implicate in biosinteza
ergosterolului: enzima lanosterol 14a-demetilaza citocrom P450-dependenta (cunoscuta ca Ergl 1
la drojdii, de ex. la Candida albicans si Cryptococcus neoformans, si ca CypS1A la fungii
miceliali, ca de ex. Aspergillus fumigatus). Azolele se leaga cu fragmentele ferice ale site-urilor
de legare a hemului si blocheaza substratul natural al enzimei - lanosterolul, perturband astfel
procesul de biosintezd [115]. Rezistenta la azole care vizeaza membrana celulard poate aparea
prin mai multe mecanisme, inclusiv superexpresia sau modificarea tintei preparatului,
suprareglarea activitatii transportatorilor, sau inducerea modificarilor celulare care reduc
toxicitatea medicamentului sau induc toleranti fati de medicament. in caz de suprareglare a
transportorilor membranari are loc o superexpresie a genelor Cdrl, Cdr2 si Mdrl, iar in cazul
raspunsului la stresul celular se inregistreaza mutatii in Erg3 ori in mediatorii raspunsului celular
Hsp90, Sgtl, KDACs, PKC [38].

Mecanismele moleculare de rezistenta la poliene (de ex.amfotericind B) sunt diferite de
cele descrise pentru azole. Polienele se leagd de ergosterolul din membrana celulara. Ca urmare,
se formeaza pori, care afecteaza permeabilitatea si in cele din urma provoaca moartea celulei.
Mecanismele de rezistenta la amfotericina B nu sunt bine intelese, dar s-a stabilit, cd epuizarea
continutului de ergosterol in membrana celulei fungice este asociatd cu rezistenta la actiunea
preparatului, fara a afecta viabilitatea celulard. Aceste deficiente ar putea fi rezultatul mutatiilor
in genele care codifica unele dintre enzimele implicate in sinteza ergosterolului. Astfel,
defectarea genei ERG3 conduce la acumularea altor steroli in loc de ergosterol [82].

Flucitozina dupd patrundere in celula fungica este convertitd in 5-fluorouracil (forma
metabolic activd), care inhiba replicarea ADN-ului si sinteza proteinelor. Mecanismele

moleculare de rezistentd la flucitozind se datoreaza mutatiilor in enzima permeaza purin-
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citozinicd (codificatd de gena FCY2), care este responsabild pentru gradul de utilizare a
medicamentului in celuld; sau mutatiilor enzimei citozin-deaminaza (codificata de gena FCY1),
care este responsabila pentru transformarea in 5-fluorouracil. Un alt mecanism molecular al
acestui tip de rezistentd este mutatia enzimei uracil fosforiboziltransferaza, care este responsabila
pentru transformarea 5-fluorouracilului in  5-fluorouridind monofosfat (codificata de gena
FUR1). Aceste mecanisme au fost stabilite in special pentru C. albicans [51, 186].

Actiunea antifungica a alilaminelor, dintre care si terbinafina se bazeazd pe inhibarea
sintezei ergosterolului prin blocarea enzimei squalen epoxidaza. Ca rezultat are loc o
supraacumulare a squalenei in membrana celularda a fungilor care provoacd marirea
permeabilitatii membranare si moartea celulelor. Rezistenta la terbinafind se datoreaza unei
mutatii in gena squalen epoxidaza care conduce la substitutia aminoacidicd L393F si F397L;
aceasta mutatie a fost depistata la tulpinile de Trichophyton rubrum rezistente la terbinafina
[120,121]. Inlocuirea fenilalaninei cu leucina in pozitia 391, in squalen epoxidaza la Aspergillus
nidulans si mutatia echivalenta in gena ERGA la Aspergillus fumigatus, rezultand dintr-0
substitutie F389L, confera rezistenta la terbinafina [144].

Peliculele biologice (biofilmele) sunt una dintre formele cele mai prevalente de crestere
microbiand in naturd, si multe dintre speciile patogene de drojdii si fungi miceliali se
caracterizeaza prin asemenea tip de crestere. Biofilmele prezinta o structurd tridimensionala ce
cuprinde o retea densa de celule de drojdii si fungi filamentosi, celulele fiind incorporate intr-0
matrice exopolimericd, ce constd din carbohidrati, proteine si acizi nucleici. Matricea este o
caracteristica majora care distinge biofilmele de celulele solitare. Biofilmele sunt intrinsec
rezistente la actiunea preparatelor antifungice, in special la cea a azolelor, iar mecanismele
rezistentei sunt multifactoriale si implica inducerea transportatorilor de eflux de preparate,
precum si sechestrarea acestora in matricea externd [138]. Efluxul activ al preparatelor
antifungice poate fi indus prin suprareglarea genelor CDR si MDR [109, 137]. Cu toate acestea,
sechestrarea medicamentelor in matricea extracelulara este factorul determinant in fenotipurile
cu rezistentd multipla [112]. Un element constitutiv esential al biofilmelor este b-1,3-glucanul,
care este produs de catre enzima glucan sintaza. Componentele Smil, RIm1, Rhol si Fski,
reglementeaza biosinteza B-1,3-glucanulor si productia de matrice. Alte proteine celulare, cum ar
fi factorul de transcriere ZAP1, alcool - dehidrogenazele Adh5, Cshl si Ifd6, precum si
glucoamilazele, CaGcal si CaGca2, de asemenea, sunt implicate in generarea rezistentei
antifungice determinate de matrice [38].

Rezistenta antifungicad este asociatd cu multiple modificari genomice, inclusiv pierderea

caracterului heterozigot (loss of heterozygosity - LOH) in anumite regiuni genomice specifice,
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cresterea numadrului de copii ale cromozomilor, precum si aneuploidiile segmentare sau
cromozomiale. LOH este specifica pentru regiunile care contin elemente de rezistenta, inclusiv
ERG11, TAC1, sau MRR1 [37, 149]. Prevalenta aneuploidiilor in izolate azol-rezistente indica
asupra unei posibile selectii a variantelor aneuploide mai rezistente in conditii de expunere la
azole, ori asupra generarii de novo a aneuploidiilor [72].

Modificari cromozomiale au fost, de asemenea, asociate cu rezistenta la Candida glabrata
si Candida neoformans, care achizitioneaza rezistenta fatd de azole prin cresterea numarului de
copii ERG11. Formarea de aneuploidii noi este asociatd cu disomii ale cromozomilor 1 si 4.
Cromozomul 1 contine doud determinante ale rezistentei si anume gena ERG11 si gena AFR1
[161].

Rezistenta la preparatele antifungice la unele dintre tulpinile de Candida glabrata este
asociatd cu disfunctii mitocondriale, exprimate in pierderea partiald ori completa a ADN-ului
mitocondrial [67]. Acesti mutanti sunt inzestrati cu rezistenta intrinsecd la preparatele
antifungice generatd de suprareglarea activatorilor de transcriptie (CgPDR1 in Candida
glabrata) si genelor tinta.

Unul dintre mecanismele de rezistentd la actiunea preparatelor antifungice  este
intensificarea sintezei chitinei care este un mecanism important prin care celulele fungice
supravietuiesc in caz de expunere la echinocandina. Expunerea Candida albicans la actiunea
nivelurilor scazute de echinocandind induce supraexpresia genei chitin sintaza si conduce la un
continut de chitind ridicat, reducand din eficacitatea echinocandinei [182]. Aceastd crestere
compensatorie a continutului de chitina in peretele celular este coordonata de elementele PKC,
HOG si calea de semnalizare a calcineurinei [110]. Activarea chitin sintazelor Chs2 si Chs8
permite supravietuirea celulelor fungale la actiunea dozelor letale de echinocandind [39].
Continut sporit de chitina ca urmare a expunerii la actiunea echinocandinei a fost, de asemenea,
observat in Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida guillermondii si Candida krusei
[183]. Rezistenta la actiunea echinocandinei este atribuitd mutatiilor iIn gena FKS1 si este
asociatd de asemenea cu un nivel ridicat de chitina, chiar si in lipsa cresterii compensatorii a
nivelului acestui component ca rezultat al expunerii la actiunea echinocandinei [183]. Cresterea
continutului de chitind conferd, de asemenea, sensibilitate redusd la echinocandind 1in caz de
infectie sistemica [93]. Acelasi mecanism de supersinteza a chitinei este specific si pentru genul
Aspergillus, insa in acest caz aceasta duce la dezorganizarea structurii peretelui celular si la un
efect invers, de reducere a rezistentei la echinocandina [81].

Semnalizarea in domeniul integritatii peretelui celular este reglata de Hsp90 si este

esentiala pentru sinteza chitinei, cu efecte profunde asupra tolerantei la echinocandina.
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Eliminarea genelor care codificd componentele de integritate ale peretelui celular, cum ar fi
WSC1, PKC1, BCK1 si SLT2, confera hipersusceptibilitate la echinocandina [102, 142].
Defectele in integritatea peretelui celular, cum ar fi cele induse de echinocandine, sunt
determinate de defectarea proteinelor transmembranare ale familiei WSC si Mid2, care apoi
activeaza GTP-aza Rhol. Rhol efectueaza reglarea pozitiva a mai multor efectori, inclusiv Pkcl,
si tintele echinocandinelor Fks1 si Fks2 [155].

In concordanta cu importanta semnalizirii despre integritatea peretelui celular in rezistenta
la echinocandina, a fost stabilit, ca inhibitorii selectivi ai kinazei Pkcl fungice sunt sinergici cu
echinocandina impotriva C. albicans [168]. Inhibitorul protein kinazei staurosporina este de
asemenea sinergic cu echinocandina impotriva genurilor Candida si Aspergillus [91, 101, 102].
Astfel transductia de semnal care apreciaza integritatea peretelui celular este esentiald pentru
formularea raspunsului peretelui la stresul indus de echinocandina, dar si pentru formularea
raspunsului membranei celulare la stresul indus de azole [91], fiind elementul central in
medierea rezistentei la actiunea preparatelor antifungice.

Astfel, putem conchide, ca in prezent culturile fungilor patogeni posedd un arsenal
impresionant de mecanisme intrinseci si dobandite de asigurare a rezistentei fatd de actiunea
celor mai eficiente preparate antifungice. Din aceste motive ramane deosebit de actuald problema
elabordrii si implementarii unor noi remedii cu efect pronuntat asupra patogenilor si cu efecte

adverse minime fata de organismul-gazda.

1.3. Compusi sintetici si naturali cu actiune antifungica

Efectele adverse, adesea severe, ale tratamentului antifungic in asociere cu rata inaltd de
rezistentd multipla a patogenilor dicteazd necesitatea credrii unor noi preparate destinate
tratamentului infectiilor invazive provocate de fungi. Pe langa acesta, aplicarea activa a
fungicidelor in alte domenii decidt medicina (agriculturd, industria alimentard s.a) provoaca
daune esentiale atat mediului ambiant, cat si sdnatatii omului. Din aceste considerente,
cercetdrile orientate spre evidentierea unor compusi naturali cu activitate antifungica au devenit
deosebit de actuale in ultimele doud decenii. Aplicarea compusilor fitochimici cu actiune
antifungica prezintd o alternativa atractiva atat pentru medici, cat si pentru pacienti. La moment
se cunosc mai multe clase de compusi bioactivi cu rol de metaboliti secundari ai plantelor, care
poseda activitate antifungicd: terpenele, taninurile, flavonoidele, uleiurile esentiale, alcaloizii,
lecitina, diverse polipeptide s.a [31].

Evolutia filogeneticd a plantelor ca parte componenta a ecosistemelor, din care fac parte si

numeroase specii de fungi a dus la aparitia mecanismelor naturale de protectie, inclusiv contra
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fungilor fitopatogeni. Aceste mecanisme includ in primul rand, sinteza unor compusi care poseda
proprietatea de a inhiba dezvoltarea miceliului, de a inhiba germinarea sau de a reduce
intensitatea sporuldrii la fungii patogeni. Compusii cu activitate antifungicd de obicei nu au
functii directe in procesul de transport, respiratie, fotosinteza, crestere si multiplicare, biosinteza
constituentilor celulari ori alte procese vitale si sunt specifici anumitor grupuri sistematice
aparte. Impresioneaza si diversitatea mecanismelor de actiune ale acestor compusi, fiind
acoperite toate domeniile asupra cérora actioneaza compusii chimici. Mai mult ca atat, deoarece
de cele mai multe ori plantele contin mai multi agenti antifungici concomitent, actiunea acestora
asupra patogenilor este foarte complexa si multidimensionala.

Cei mai numerosi compusi cu activitate antifungica de origine vegetald fac parte din
categoria fenolilor. Acest grup este extrem de heterogen, incluzand peste 10 mii de compusi.
Proprietatile lor sunt la fel, extrem de diverse. Unii sunt solubili numai in solventi organici, altii
sunt solubili in apa, iar o parte, care au structurd polimerica sunt insolubili. In anumite structuri
sunt incluse diferite grupuri functionale active, care sporesc atdt solubilitatea, cat si activitatea
biologicd a fenolilor respectivi. O marte parte a acestor substante sunt prezente 1n extractele de
frunze, scoarta de copac, lemn, fructe si alte tesuturi de ferigi, plante gimnosperme si
angiosperme. Fenolii indeplinesc functii importante in plante, iar una dintre acestea este
rezistenta la microorganisme (inclusiv fungi), insecte si animalele erbivore, care le pot afecta,
astfel contribuind la pastrarea integritatii plantelor in procesul de expunere continua la factorii de
stres din mediu, inclusiv radiatii ultraviolete, temperaturi relativ ridicate si deshidratare. in
special polifenolii au proprietati antioxidante puternice, ceea ce ii face activi in lupta contra
stresului si a radicalilor liberi.

Compusii fenolici din plante au actiune antifungica inalta fata de diferite specii
(Penicillium italicum, Penicillium expansum, Monilinia laxa, Aspergillus carbonarius, Botrytis
cinerea, Monilinia fructicola s.a.) [S5]. Modul de actiune a fenolilor asupra fungilor levuriformi
si asupra celor filamentosi este diferit [11]. Astfel, fungii dimorfi din genul Candida sunt afectati
de compusii fenolici la nivel de tranzitie de la o forma la alta. De exemplu, compusii fenolici din
frunzele de Baseonema acuminatum, din scoarta radacinii de Lycium chinense, Sida urens si din
Curcuma longa au demonstrat actiune antifungica pronuntata fata de diferite tulpini de Candida
albicans. Efectul acestora se asociaza cu cresterea cantitatii de specii reactive ale oxigenului si
azotului in celulele fungice, cu localizare preponderentd in zona membranelor, ceea ce induce
apoptoza timpurie. Este foarte important, ca efectele sunt ireversibile si nu not fi Inldturate prin
actiunea antioxidantilor [11, 191]. Arthrospira platensis (spirulina) este o cianobacterie utilizata

pe larg in calitate de sursa de proteina, dar si de substante cu activitate biologica inalta, inclusiv
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antivitala, antibacteriana si antifungica [18, 49, 134]. Extractul fenolic din Spirulina platensis are
influenta pronuntata asupra producerii de componenti structurali la Aspergillus flavus. La
concentratia fenolilor de 1,15 mg la g de Spirulina platensis, are loc diminuarea cantitatii de
glucozamina in biomasa fungica cu 56%. Astfel, biomasa de spirulina si extractele alcoolice din
ea poseda actiune antifungica fatda de Aspergillus flavus [106]. Extractele hidrice purificate si
concentrate din spirulind au manifestat actiune antifungica pronuntata fata de fungii miceliali
Penicillium oxalicum (91% inhibitie) si Fusarium solani (65% inhibitie ) [18]. Extractul
metanolic din biomasa uscata de spirulind poseda activitate antifungica fata de Aspergillus flavus
si Aspergillus niger [134]. Autorii sus mentionati subliniazd, ca mecanismele de actiune a
extractelor din spirulina asupra fungilor filamentosi sunt bazate pe inhibarea sintezei
ergosterolului, glucozaminei si proteinelor.

Extractul din Curcuma longa este extrem de eficient contra tulpinilor de C. albicans.
Mecanismul care sta la baza efectului antifungic mentionat si care este determinat de curcumina
ca parte dominantd a extractului, este bazat de inhibarea expresiei desaturazei (ERG3), ceea ce
duce la o reducere semnificativd a ergosterolului in celulele fungice. In celule se acumuleaza
precursorii biosintetici ai ergosterolui, ceea ce duce la moartea celulelor prin generarea de specii
reactive ale oxigenului (SRO). De asemenea efectul antifungic al curcuminei este sustinut si de
modificarea proprietatilor ATP-azei membranare si actiunea asupra farnesolului, o molecula
care joacd un rol important In sporirea cantitatii de SRO [194]. Astfel, pentru tratarea
candidozelor au fost utilizati cu succes compusii curcumina, bisbibenzilul, carvacrolul si
timolul, mecanismele de actiune ale carora constau in generarea de SRO, blocarea transferului
dimorfic si formarii biofilmelor [11].

Asupra fungilor filamentosi compusii fenolici de asemenea, au activitate antifungica.
Structura compusilor fenolici este de asa naturd, incét acestia pot difuza prin membrana celulard
si patrunde in celuld, unde intervin in cdile metabolice prin interferarea cu sinteza de ergosterol,
glucan, chitind, proteine si glucozamina. Contra diferitor specii de Aspergillus au fost utilizati cu
succes compusii fenolici eugenolul, carvacrolul si timolul, care si-au realizat actiunea datorita
modificarii fluiditatii membranelor fungice [11, 191].

Dintre compusii fenolici taninele hidrolizabile sunt si ele recunoscute ca substante cu
activitate antifungici. In special, a fost stabilit efectul lor asupra fungilor filamentosi
Epidermophyton floccosum, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Trichophyton tonsurans, Trichophyton terrestre,
Penicillium italicum, Aspergillus fumigatus, Mucor racemosus, Rhizopus nigricans, precum si

asupra fungilor levuriformi oportunist patogeni Candida albicans, Candida glabrata, Candidata
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krusei, Cryptococcus neoformans [92]. Actiunea biologica a acestor compusi asupra fungilor este
asociatd cu formarea legaturilor stabile dintre tanine si proteinele din componenta celulelor
fungice, care duce la inactivarea enzimelor si degradarea proteinelor structurale [111]. Taninele
condensate (numite si proantocianidine) sunt polimeri ai 3-flavanolului si 3-4 flavan diolului
(catehina si leucoantocianidine). Aceste substante cu solubilitate redusd manifesta proprietati
biologice, printre care si antifungice. Eficienta acestor substante este deosebit de pronuntatd
asupra speciilor de patogeni care formeaza filmuri, prin dezagregarea acestora.

Terpenoizii sunt un alt grup de compusi naturali, care sunt cunoscuti pentru multiple efecte
biologice, printre care si cel antifungic. Ei alcatuiesc cea mai mare clasa de produse secundare
vegetale, majoritatea fiind insolubili in apa. Terpenoizii sunt sintetizati din metabolitii primari
prin intermediul a cel putin doud cai diferite. Una dintre ele este calea acidului mevalonic, in
cadrul careia trei molecule de acetil CoA sunt condensate pas cu pas, pentru a forma acidul
mevalonic. Aceastd moleculd cu sase atomi de carbon este pirofosforilata si deshidratata pentru a
forma izopentil difosfatul, care este unitatea de baza a terpenoizilor. Cealalta cale se numeste
calea metileritritol fosfatului si functioneaza in cloroplaste si alte plastide. Toate terpenele sunt
derivate din unirea a cinci atomi de carbon — elemente cu scheletul de carbon ramificat de tip
izopentan. Elementul structural de baza al terpenelor se mai numeste si izopren. La temperaturi
inalte terpenoizii se descompun cu formarea de izoprene. Terpenele sau isoprenoizii sunt
clasificati in functie de numarul de unitati formate din cinci de carbon pe care le contin, de
exemplu: terpenele cu 10 atomi de carbon, care contin doua Cs unitati, sunt numite monoterpene;
terpenele cu 15 atomi de carbon (trei unitdti Cs) sunt sesquiterpene; si terpenele cu 20 atomi de
carbon (patru unitati Cs) sunt diterpene. Terpenele superioare mai includ triterpenele (30 atomi
de carbon), tetraterpenele (40 atomi de carbon) si politerpenele ([Cs], atomi de carbon, unde n>
8) [31].

Dintre monoterpene, o actiune antifungicd inaltd o au diferite substante cum sunt
geraniolul, nerolul, citralul, neralul si geranialul. Aceste substante s-au dovedit a fi foarte active
contra dermatofitilor filamentosi si levurilor oportunist patogene, nivelul maxim de activitate
fiind exprimat asupra dermatofitilor, in special asupra tulpinilor ce se refera la Trichophyton
rubrum. Mecanismul de actiune a acestor substante este explicat prin afinitatea lor fata de
ergosterol, ceea ce duce la modificarea fluiditatii membranelor fungice [13, 105].

O mare varietate de metaboliti secundari produsi de plante au in structura lor atomi de azot.
In aceastd categorie intrd numeroase substante cu functii de protectie ca alcaloizii, aminele,
glicozidele cianogenice, aminoacizii, glucosinolatele, alkamidele si peptidele. Cei mai multi

metaboliti secundari azotati sunt sintetizati din aminoacizi [31].
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Multe specii de plante produc alcaloizi, care se caracterizeaza prin activitate antifungica.
Una si aceiasi specie poate produce uneori zeci de alcaloizi diferiti cu spectru larg de actiune. De
exemplu, planta medicinald chineza Kopsia hainanensis produce 15 alcaloizi indolici, care
manifesta activitate antifungica fata de Erwinia carotovora, Fusarium oxysporum cu intensitate
mai inalta decat cea a preparatelor de referinta [34]. Din partile aeriene ale plantei Waltheria
indica prin extractie in diclormetan au fost obtinuti 11 alcaloizi quinolonici cu activitate
antifungica fata de Candida albicans (CMI <32 ug/ml). Examenul microscopic al fungilor
levuriformi tratati cu acesti compusi a pus in evidentd multiple devieri de la structura
morfologicad normald [40]. Alcaloizii cu continut de oxepind de origine microbiand poseda
activitate antifungica inalta fata de fungii fitopatogeni, ceea ce 1i face atractivi pentru dezvoltare
in domeniul agrochimiei [185].

Peptidele antimicrobiene (PAM) naturale reprezinta, probabil, una dintre primele forme
de succes in apdrarea chimica a celulelor eucariote impotriva bacteriilor, protozoarelor, fungilor
si virusurilor [158]. Peptidele antimicrobiene, inclusiv antifungice, fac parte din sistemul
imunitar innascut si practic toate organismele celulare — de la bacterii la om — produc aceste
peptide, care asigurd integritatea organismului. Clasificarea PAM se face in baza modului lor de
actiune. In special, acestea se divid in peptide antifungale litice si peptide care se implici in
sinteza componentelor peretelui celular. Peptidele litice sunt de obicei amfipatice — adica contin
0 componenta cu sarcind pozitiva si o a doua parte neutra si hidrofoba. Unele peptide amfipatice
se leaga doar de suprafata membranei fungice si pot deteriora structura acesteia fara a patrunde
in interiorul celulei si deci, fara a traversa membrana citoplasmaticd. Altele traverseaza
membrana si interactioneazd Tn mod specific cu diferiti constituenti celulari. Mai sunt si peptide
amfipatice care sunt capabile de a agrega, forméand pori cu diametru variabil, prin care pot trece
diferite substante solubile 1n apa si ioni metalici.

Cel de-al doilea grup de peptide include substante care se includ direct in structura
peretelui celular, deteriorandu-1, ori, implicandu-se in procesele de biosinteza a manoproteinelor,
glucanilor si chitinei [44]. Pe langd acestea, au mai fost descrise si alte mecanisme de actiune a
peptidelor antifungice, cum ar fi internalizarea mediata de receptori cu inducerea cascadelor de
semnalizare, interactiunea cu tintele intracelulare, inclusiv formarea speciilor reactive ale
oxigenului, care duce in cele din urma la apoptoza [43, 158]. La acest grup al peptidelor
antimicrobiene de substante se referd si peptidele cationice scurte. S-a demonstrat, ca acestea
poseda activitate nociva fatd de un mare numar de virusuri, bacterii Gram-pozitive si Gram-
negative, paraziti, dar si fungi. Pe langd capacitatea de a ucide celulele agresorului, peptidele

cationice sunt capabile sa modifice raspunsul imun al organismului — de exemplu pot preveni
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socul septic in caz de infectie. Surse naturale de astfel de peptide sunt diferite tesuturi. De o
popularitate inaltd se bucurd invelisurile epiteliale ale amfibienilor, care contin cantitati
insemnate ale acestor compusi, dar si o varietate mare de peptide individuale [100].

In ciuda acestor constatiri despre actiunea peptidelor antimicrobiene si importanta lor
potentiald pentru sandtatea umanad, exista doar o intelegere limitatda a modului antimicrobian de
actiune, 1n special pentru peptidele scurte. Se presupune ca site-ul principal al interactiunii dintre
peptidele cationice si bacterii este membrana. Din ce in ce mai elocvent este dovedit ca peptidele
cationice au obiective de actiune intracelulare. Cu toate acestea, interactiunea cu membrana
incdrcatd negativ, de asemenea, pare a fi un prim pas important in realizarea efectului lor bilogic.
Peptidele cationice scurte cu catena din 6 - 18 aminoacizi nu numai ca poseda activitate
antifungica inaltd, dar mai pot fi considerate modele perfecte pentru studiul proprietatilor
antifungice. A fost propus un model de evaluare rapida a eficientei peptidelor cationice scurte
naturale si modificate, utilizdnd in calitate de model fungii miceliali din specia Aspergillus
nidulans, biologia carora este practic similara cu cea a fungilor oportunist patogeni Aspergillus
fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus oryzae, Aspergillus niger. Acest model a permis de a
scoate in evidenta proprietatile antifungice ale peptidelor, care anterior erau cunoscute doar ca
antibacteriene [100].

Ultimele decenii se caracterizeaza prin acumularea intensd a noilor cunostinte despre
peptidele antimicrobiene. Dacd 1n trecut se considera, ca acestea posedd doar actiune
antimicrobiand, in prezent se cunoaste un spectru larg de functii fiziologice ale lor. Defensinele
sunt cele mai des intalnite peptide antimicrobiene, prezente in toate tipurile de organisme
eucariote. Activitatea antifungicd a acestei PAM a fost demonstratd de numeroase ori, astfel
deschizand noi céi de aplicare practica a acesteia in diferite domenii, dar prioritar — in medicina.
Cu toate acestea, exista anumite dificultati obiective in ceea ce tine de elaborarea de noi
medicamente in bazi de defensina. In primul rind este vorba despre caracterul cationic amfifilic
st labilitatea proteazica, care duce la eliminarea rapida a medicamentului din lichidele circulate s1
limiteazd administrarea sistemica a acestuia. Cu toate acestea, defensina combind activitatea
antimicrobiand, inclusiv antifungicd cu capacitatea de a modula in mod pozitiv activitatea
sistemului imunitar, si s-a dovedit a fi eficientd pe durata evolutiei biologice, ceea ce face aceasta
peptida extrem de atragatoare ca o strategie anti-infectioasa [158].

Preparatele de origine naturald si derivatele lor sintetice ocupd o nisd aparte, fiind in
centrul atentiei atat pentru efectele biologice pronuntate si efectele adverse minime, cat si pentru
faptul, cd sunt acceptate mai usor de cdtre pacienti. Biomasa diferitor plante, animale si

microorganisme este examinata in calitate de materie prima pentru extragerea compusilor cu un
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potential efect fungicid ori fungistatic, de perspectiva pentru elaborarea de medicamente de noua

generatie.

1.4. Noi strategii in design-ul substantelor cu actiune antifungica

Cu toate ca in ultimele doud decenii calitatea terapiilor antifungice s-a imbunatatit simtitor,
fenomenul rezistentei rimane in continuare o preocupare majori in practica clinica. In ultimii 10
ani, mecanismele moleculare care stau la baza acestui fenomen au fost revazute si au fost
aprofundate cunostintele in acest domeniu. Tratamentele antifungice curente sunt limitate in
capacitatea lor de a trata infectiile, in special cele sistemice, iar abordari principial noi in acest
domeniu nu au apdrut. Deci sunt necesare abordari noi in ceea ce tine terapiile eficiente, dar si
arsenalul agentilor antifungici. Cercetatorii sunt in permanentd cdutare a unor solutii noi, care sa
imbunatateasca simtitor situatia creata.

In cea mai mare parte eforturile stiintei sunt orientate spre descoperirea de noi
medicamente antifungice, fie prin testarea compusilor deja existenti de origine chimica, a
diferitor compusi din surse naturale, precum si prin combinarea preparatelor deja existente cu
scopul de a descoperi efecte sinergiste, care sd permitd amplificarea proprietatilor compusilor
cunoscuti. Pe de altd parte, o importantd majord o are cunoasterea biologiei fungilor, caile
metabolice realizate in celula fungica si elemente unice, prezente doar in acest tip de celule,
particularitatile de crestere in conditii de laborator si in conditii naturale, elementele esentiale ale
interactiunii dintre patogen si organismul gazda. Toate aceste elemente, fiind Intrunite intr-o
strategie comuna, ar fi capabile sa directioneze procesele de cercetare in directia elaborarii unor
terapii sigure care sa ofere solutii pentru infectiile grave provocate de fungi multirezistenti [176].
Identificarea de noi antimicotice se realizeaza in principal prin screening-ul colectiilor de
compusi chimici naturali sau sintetici. Descoperirea de noi obiective antifungice prezumtive se
realizeaza prin intermediul unor aborddri genomice pentru o mai buna intelegere a biologiei
fungilor patogeni umani.

In conceptul actual clasic existd mai multe directii de perspectivi, printre care se numara
sinteza compusilor chimici cu proprietati predeterminate, depistarea compusilor naturali cu efect
fungicid si aplicarea preparatelor complexe polivalente cu efecte asupra mai multor niveluri de
rezistentd, prezente la culturile de patogeni multirezistenti [5].

In compartimentul precedent am aritat marea varietate a compusilor naturali care poseda
activitate antifungica. Este evident, cd 1n prezent a fost studiatd doar o mica parte a compusilor
naturali, care ar putea servi in calitate de punct de pornire pentru elaborarea noilor preparate

antifungice. Corespunzator, cele mai mari eforturi se intreprind anume pentru evidentierea
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proprietdtilor antifungice a diferitor compusi naturali izolati din plante, animale,
microorganisme, inclusiv marine [15, 27, 177, 193]. Strategiile in procesul de screening pot fi si
ele diferite. Astfel, unii compusi pot fi investigati deoarece se cunosc mecanismele lor de
actiune, ori cel putin se cunosc mecanismele de actiune ale unor compusi din acelasi grup
chimic, sau din grupuri inrudite. O altd strategie este testarea oarbd, care uneori poate aduce
rezultate spectaculoase. Cu parere de rau, 1nsa, trebuie s mentiondm, cd pana in prezent aceste
strategii nu au oferit nici un compus, care prin proprietitile sale ar fi asigurat transferul de la
idee, la un medicament introdus 1n terapia antifungica.

O alta serie de investigatii care se realizeaza preferential in vitro, este orientatd spre
utilizarea unor compusi chimici cunoscuti si aplicati in prezent in practica clinica in diferite
combinatii, astfel ca sa fie evidentiate efecte sinergiste, iar mai apoi, sa fie studiate mecanismele
de realizare a acestora. Astfel, o serie de cercetari a fost orientata spre amplificarea efectului
antifungic al fungistaticului fluconazolul asupra agentului cauzal al micozelor oportuniste
Candida albicans [54, 96, 98]. in cadrul screening-ului de acest tip nu numai ci se pun in
evidenta perechi sinergiste de medicamente, dar sunt descifrate uneori mecanisme principial noi,
inca necunoscute ale efectelor comune generate de administrarea concomitentd a preparatelor.
Astfel, a fost descoperita calitatea unor compusi - inhibitori ai calcineurinei si cdii metabolice
TOR, inhibitori ai pompei de eflux (derivatii milbemicinei), anticorpi impotriva proteinei socului
termic (Hsp90). Inhibitorii calcineurinei au demonstrat efecte nu numai in vitro, dar si-au pastrat
pe deplin activitatea si in vivo, sporind esential eficienta fluconazolului [176].

Screening-ul substantelor chimice deja cunoscute si aplicate in anumite domenii poate
solda cu identificarea unor proprietati noi ale acestora. Anume in acest mod a fost descoperit un
nou grup de inhibitori al sintezei glucanilor la tulpinile de Candida albicans si Candida glabrata
— cel al piperazinil-piridazinonelor [184].

O directie foarte importantd de cercetare in screening-ul compusilor chimici pentru
detectarea proprietatilor antifungice ale acestora este utilizarea in calitate de obiecte de studiu nu
a tulpinilor patogene naturale ori de colectie, ci a colectiilor de mutanti ale speciilor respective.
Cresterea tulpinilor de fungi - purtdtoare de mutatii determinate (cunoscute) in prezenta
compusilor chimici ori naturali — potentiali inhibitori fungici — asigura nu numai evidentierea
compusilor antifungici noi, dar si a genelor implicate in realizarea acestui efect [146].

O alta abordare in screening-ul de noi compusi antifungici este aceea, cand se studiaza in
paralel atat activitatea antifungica a compusilor cunoscuti, cat si nivelul de toxicitate a acestora
pentru celulele gazdei. Pentru a realiza astfel de cercetari se recurge la utilizarea in calitate de

obiecte de studiu a culturilor de celule infestate. Foarte comode din acest punct de vedere sunt
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speciile endoparazitare de fungi — de exemplu, reprezentantii genului Histoplasma. In scopul
detectarii potentialilor candidati pentru tratamentul histoplasmozei, a fost realizat un mega
screening, care a inclus peste 3500 compusi chimici disponibili pe piata. Dintre acestia au fost
identificati sapte compusi care au inhibat puternic cresterea drojdiei Histoplasma. Astfel,
compusul 41F5 are activitate fungistatici impotriva reprezentantilor genului Histoplasma la
concentratii micromolare, cu o concentratie inhibitorie 50% (ICsp) de 0,87 pM, si are cea mai
mare selectivitate pentru drojdie (cel putin de 62 ori mai mare) decat fata de celulele gazda.
Structural, compusul 41F5 consta dintr-un miez aminotiazolic cu un substituent aciclic in pozitia
2 si un substituent aromatic in pozitia 5. Compusul 41F5 inhibd cresterea patogenului
Histoplasma in culturd lichida si inhiba in mod similar, celulele de drojdie in interiorul
macrofagelor, care sunt mediul gazda real al acestui agent patogen fungic in timpul infectiei. Mai
mult ca atat, compusul 41F5 protejeaza celulele gazda infectate de la moartea indusd de
macrofage, ceea ce face acest aminotiazol un candidat excelent pentru dezvoltare de noi
antifungice pentru infectiile provocate de Histoplasma [48].

Sinteza de compusi naturali noi cu proprietdti antifungice este posibild si prin intermediul
influentei asupra producatorului. Un exemplu elocvent in acest sens este cazul obtinerii
nikkoxinelor. Polioxina si nikkomicina sunt antibiotice naturale, peptide nucleozidice cu actiune
antifungica. Ambele prezintd caracteristici structurale similare, avand un schelet nucleozidic si
unul sau doud fragmente peptidil. Prin manipuldri ce vizeaza producdtorul de polioxind —
actinomiceta Streptomyces aureochromogenes - cu importul de calea hidroxipiridil
homotreoninei a nikkomicinei a fost posibil de a realiza sinteza a trei substante tintd noi —
antibiotice nucleozidice, design-ul carora a fost dirijat - nikkoxinele E, F, si G. Cercetatorii au
demonstrat, ca introducerea unei copii suplimentare a genei care codifica o Niks ligaza ATP-
dependenta imbunatateste in mod semnificativ productia de antibiotice de acest tip. Mai mult
decat atat, toate cele trei nikkoxine obtinute prin procedura de inginerie au manifestat o activitate
antifungica mai puternica fata de fungii patogeni, decat antibioticele de referinta [135].

Am mentionat anterior, cd structura peretelui celular la fungi este unicd. Enzimele
biosintetice care efectueaza etapele implicate in sinteza chitinei si glucanului, precum si
glicoziltransferazele care leagd acesti polimeri in componenta peretelui celular, nu au omologi la
om. Singura etapa care este in prezent vizata de agentii antifungici disponibili comercial este
complexul sintazic al B-1,3-glucanului, care este inhibat de echinocandine. Complexul sintazei
chitinei este o alta tinta pentru agentii antifungici. Dezvoltarea agentilor care afecteaza sintaza
chitinei ca inhibitori necompetitivi, la fel cum echinocandinele afecteaza sintaza glucanului, ar fi

un domeniu de perspectiva foarte util. Diferitele manoziltransferaze si alte glicoziltransferaze
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utilizate in aparatul Golgi pentru a sintetiza oligozaharidele si mananele N-legate si O-legate,
care sunt atasate la glicoproteinele peretelui celular reprezinta si ele tintd pentru dezvoltarea de
medicamente antifungice. Mutantii care au suferit modificari ale genelor implicate in biosinteza
acestor oligozaharide se caracterizeazd prin afectarea gravd a procesului de crestere si a
patogenitatii lor [19].

O alta tintd de perspectiva pentru dezvoltarea domeniului preparatelor antifungice este
procesul de generare si atasare a unei ancore GPI (glicozilfosfatidilinozitol) la proteinele
peretelui celular. Mutatiile care afecteaza biosinteza ancorelor GPI si procesului de atasare a
acestora sunt letale, demonstrand importanta procesului de ancorare GPI in biosinteza peretelui
celular. Desi structura de baza a ancorelor GPI este identica la om si fungi, structurile auxiliare
au unele deosebiri in ceea ce tine de numarul si aranjarea spatiald a reziduurilor suplimentare de
glucide. De exemplu, adaugarea celui de-al patrulea reziduu de manoza la structura de baza este
obligatoare pentru sinteza ancorelor GPI in celulele de drojdii, dar nu si in celulele umane.
Medicamente care vizeaza in mod specific anume acest pas in biosinteza ancorelor GPI ar putea
fi eficace 1n controlul cresterii fungice [27].

Modificarea nemijlocitd a structurii peretelui celular la fungi este o altd tintd pentru
viitoarele preparate antifungice. De exemplu agentul antifungic pradimicina, se leagd la manoza
terminald a oligozaharidelor peretelui celular fungic intr-un mod dependent de calciu si afecteaza
membrana plasmatica. Cu toate acestea pradimicina nu este utilizatd pentru tratamentul
micozelor sistemice, deoarece aceasta poate duce la leziuni hepatice. Derivati pradimicinei dar si
alte preparate care se leaga in mod specific la structurile peretelui celular fungic, sunt candidati
potriviti pentru medicamente antifungice [189].

Una dintre cele mai perfecte tinte cu referire la peretele celular este grupul de
glicoziltransferaze ale peretelui celular care functioneaza in spatiul extracelular pentru a asambla
si a lega componentele peretelui celular intre ele. Agentii care inhiba activitatea transferazelor
implicate in legarea -1,3-glucanilor intre ei si cu chitina si glicoproteinele peretelui celular pot
fi candidati pentru medicamente cu nivel inalt de specificitate antifungica. Astfel de
medicamente nu ar trebui s treaca prin membrana plasmatica pentru a ajunge la site-ul lor de
actiune si ar viza un pas critic in biosinteza peretelui celular [24].

Design-ul molecular si sinteza de noi molecule inspirate din structura si functiile
defensinelor sau altor tipuri de PAM este de asemenea o abordare promitatoare pentru a
dezvolta un domeniu nou si extins de aplicatii ale noilor substante, nu numai pentru terapia

antifungica, dar si pentru posibila lor utilizare ca adjuvanti in vaccinuri [158].
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Astfel, identificarea noilor compusi cu proprietati antifungice, modificarea celor existenti
prin anumite procedee, crearea de combinatii intre compusi din diferite clase si cu diferite
functii, interventia Tn mecanismele de interactiune ale compusilor activi si tintele lor moleculare
sunt doar unele directii, care pot fi considerate clasice, in procesul de elaborare a noilor preparare
cu efecte antifungice.

O alta abordare in elaborarea de preparate antifungice noi consta in realizarea cercetarilor
genomice extensive. Cercetarile de elaborare a preparatelor antifungice noi, Imbunatatirea
esentiala a celor existente si prevenirea ori limitarea proportiilor rezistentei antifungice este
imposibila fard cunoasterea perfectd a biologiei fungilor studiati, a cailor metabolice utilizate de
de realizare cu succes a acestei cercetari este testarea compusilor selectati nu doar pe tulpini
clinice ori de colectie, ci pe colectiile de mutanti despre care se stie cu exactitate unde este
localizatd mutatia si ce domeniu biochimic atinge. Scopul cercetdrilor orientate spre elaborarea
de noi compusi antifungici in contextul cercetarilor genomice consta in evidentierea genelor care
sunt esentiale pentru supravietuirea fungilor, si deci sunt niste tinte posibile pentru noile
medicamente antifungice [29, 147, 176].

Aplicand doud tehnici contemporane GRACE (Gene replacement and conditional
expression) si a CPR (conditional promoter replacement) cateva echipe de cercetatori au stabilit
genele esentiale pentru Candida albicans si Aspergillus fumigatus. Tehnica GRACE a fost
aplicata pentru fungii diploizi Candida albicans si constd in eliminarea uneia dintre alele si
plasarea celei ramase sub actiunea conditionata de inductie/supresie. Cea de-a doud tehnicd a fost
aplicata pentru studiul fungilor haploizi Aspergillus fumigatus. Dupa contrapunerea rezultatelor
obtinute pentru doi fungi diferiti s-a stabilit, ca acestea au 57 gene esentiale comune, care mai
tarziu au fost depistate si in alti fungi patogeni si oportunisti. Zece dintre aceste gene au fost
descoperite practic la toti fungii studiati in acest sens (specii de Paracocidioides, Blastomyces
dermatitidis , Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum si Candida neoformans) dar lipsesc
in celulele umane. Functiile genelor esentiale se rezumd la asigurarea echilibrului redox, a
biogenezei peretelui celular si a sistemelor de transport membranar, biosinteza ergosterolului si
reglatorilor de pH [29].

Utilizand colectiile de mutanti se realizeazd mai multe tipuri de cercetdri orientate spre
descoperirea de noi produse cu efect antifungic, dar toate au drept scop intermediar o mai buna
intelegere a modificarilor survenite in fungii studiati sub influenta tratamentelor antifungice,
precum si a relatiilor care se formeazd pe durata dezvoltdrii culturii fungice intre aceasta si

organismul gazda pe tot parcursul procesului infectios. Cunoasterea acestor elemente cheie pot
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asigura imbunatatirea tratamentului real pentru a evita dezvoltarea rezistentei si modela relatia
fungi-gazda astfel, ca sa se perceapa imbunatatirea procesului de recuperare a pacientilor.

Primul tip de investigatii vizeaza studiul actiunii preparatelor antifungice asupra cresterii
tulpinilor de fungi mutanti, modificarile care intervin in procesul de transcriere. Rezultatele
acestor cercetari de obicei furnizeazd informatii despre mecanismele de actiune a preparatelor
testate, si despre posibilele interactiuni sinergice intre ele. Astfel, de exemplu a fost descoperita
implicarea genei care codifica factorul de transcriptie Cas5 in raspunsul fungilor la actiunea
caspofunginei [32]. De asemenea a fost stabilita implicarea genei AGE3, care codificd un factor
de ADP-ribozilare in toleranta fatd de fluconazol in Candida albicans. Tulpinile mutante in
acest locus sunt deosebit de susceptibile la actiunea acestui preparat antifungic, dar si fata de alti
inhibitori ai sintezei ergosterolului. Eliminarea genei AGE3 in izolatele clinice rezistente la
dependentd de AGE3 si un sinergism fungicidal puternic intre fluconazol si brefeldina A (un
inhibitor al factorului de schimb al nucleotidei guanina pentru factorul ADP-ribozilarii) in tipul
salbatic de Candida albicans precum si in izolate clinice rezistente la medicamente. Adaugarea
de inhibitori de calcineurina la combinatia fluconazol / brefeldina A numai initial mareste rata de
distrugere a patogenului. Brefeldina este sinergica si cu alte preparate antifungice, inclusiv si in
cazul altor fungi, de exemplu Aspergillus fumigatus. Potentialul terapeutic in conditii de inhibare
a activitatilor factorilor de ribozilare (ARFs) a fost demonstrat prin studii in vivo care au aratat,
ca mutantii fungici AGE3 sunt avirulenti la soareci de tip sdlbatic, si poseda virulenta atenuata la
soareci imunocompromisi, iar tratamentul cu fluconazol a fost semnificativ mai eficace atunci
cand semnalizarea ARF a fost compromisd genetic. Astfel a fost descris un mecanism nou,
puternic conservativ, cu un spectru larg, implicat in rezistenta la preparatele fungice si nivelul de
virulenta, si o cale noud pentru monoterapii si terapii antifungice combinate [50].

Cel de-al doilea tip de investigatii cu utilizarea mutantilor fungici sunt orientate spre
elucidarea particularitatilor de actiune a factorilor de mediu, printre care principalii sunt
temteratura, pH-ul, salinitatea mediului nutritiv, sursele de carbon utilizate, continutul de oxigen,
asigurarea cu bioelemente metalice, cum sunt fierul, zincul, cuprul, molibdenul, magneziul,
necesare pentru functionarea enzimelor. Rezultatele cercetarilor de acest tip contribuie la
completarea cunostintelor despre biologia fungilor si implicarea anumitor gene in raspunsul la
terapia antifungica combinata cu actiunea factorilor fizici si chimici. De exemplu la Candida
albicans au fost stabilite doua gene implicate in procesul de adaptare la modificarea pH-ului, Si

anume B-glucozidazele Phrl si Phr2. Expresia genei PHR1 are loc in mediu alcalin si neutru, pe
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cand a genei PHR2 — in mediu acid. Astfel, gena PHR1 este implicata in raspandirea infectiilor
sistemice, iar PHR2 in cele locale, de exemplu — a celor vaginale [103].

Raspunsul la stresul osmotic se exprimad in acumularea intracelulara de glicerol pentru a
contracara pierderea apei din cauza gradientului osmotic directionat spre exterior. Biosinteza
glicerolului este mediata de glicerol 3-fosfataza Gppl si glicerol 3-fosfat dehidrogenaza Gpdz2.
Mutantii gpplA / S si gpd2A / S s-au dovedit a avea o capacitate redusd de a distruge celulele
epiteliale orale in vitro, din cauza incapacitatii de a genera presiune de turgescenta suficienta in
hifele, care trebuie sa dezvolte o anumita forta mecanicd pentru a patrunde in celulele gazdei
[181].

Temperaturile inalte sunt un factor de stres important pentru culturile fungice, iar raspunsul
la acestea este modelat la multi dintre fungii patogeni de proteinele socului termic. La Candida
albicans au fost depistate sase gene implicate in sinteza a sase proteine majore: Hsp104, Hsp90,
Hsp78, doua Hsp70 (Ssal si Ssa2) si Hsp60. Gena HSP104 codifica o proteind a socului termic,
care este strict necesard pentru formarea biofilmelor adecvate, determinand astfel nivelul de
virulenta. Aceeasi gena s-a dovedit a fi responsabild de un efect similar in modelul de infectie la
Caenorhabditis elegans. Expresia HSP90 duce la acumularea proteinei Hsp90 — o proteina
majora la C. albicans care regleaza rezistenta la preparatele antifungale, morfogeneza, formarea
de biofilmuri si virulenta [103].

A fost confirmata de asemenea si importanta genelor, care codifica enzimele antioxidante.
Este cunoscut, ca speciile reactive de oxigen, cum ar fi peroxidul, anionul superoxid si radicalii
hidroxil, induc un stres oxidativ. Expresia adecvatd a genelor ce codifica catalaza (CTAL) si
superoxiddismutaza (SOD1 si SOD5) este cruciala pentru detoxifierea eficienta in celulele de
Candida albicans, si sunt necesare pentru virulenta. Aceleasi enzime sunt strict necesare pentru
realizarea virulentei, prin eliminarea SRO formate in mediul extern celulelor fungale [41].

Studiul relatiei dintre fungii patogeni si gazda pe durata infectiei poate oferi alte informatii
utile pentru imbunititirea tratamentului antifungic. In scopul de a analiza interactiunile care apar
intre fungi si gazdd in timpul procesului infectios, cercetatorii au examinat proprietdtile de
colonizare ale mutantilor nemijlocit in interiorul organismului gazda. Mai mult de 1200 mutanti
diferiti de Cryptococcus neoformans au fost studiati in vivo, ceea ce a permis de a evidentia in
jur de 40 de mutatii implicate in realizarea virulentei. Studii similare au fost realizate si cu
utilizare a mutantilor de Candida albicans, ceea ce a facut posibil de a evidentia numeroase gene
implicate in medierea interactiunii gazda parazit, si care pot servi in calitate de tinte promitatoare

pentru terapiile antifungice [176].
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Astfel, in ultimele doud decenii au fost completate cunostintele despre metabolismul
fungilor patogeni si despre bazele moleculare ale rezistentei antifungice. Cercetarile genomice
recente sugereazd, cd In mare parte rezistenta la medicamentele antifungice este determinatd de
mutatiile punctiforme care vizeaza tintele moleculare ale preparatelor si factorii de transcriere
implicati in interactiunile preparat antifungic — celula fungica. In viitorul apropiat, o serie de
instrumente de diagnosticare moleculara ar putea fi puse la dispozitia medicilor, astfel ca in
primul rand sa fie clar din start nivelul de rezistenta a patogenului. Aceasta ar permite selectarea

adecvata a strategiilor terapeutice si o adaptare rapida a tratamentului antifungic.

1.5.  Concluzii la capitolul 1

1. In tratamentul infectiilor fungice sistemice se utilizeazi un numiar limitat de
medicamente antimicotice disponibile, care formeaza patru clase diferite: (a) macrolide
polienice care modifica functiile membranare ale agentului patogen; (b), derivatii azolici
care inhiba demetilaza 14a-lanosterolului, o enzima cheie in biosinteza ergosterolului; (c)
inhibitori ai sintezei ADN-ului si ARN; si (d) inhibitori ai sintazei 1,3-p-glucanului.

2. Culturile fungilor patogeni posedd un arsenal impresionant de mecanisme intrinseci si
dobandite de asigurare a rezistentei fatd de actiunea celor mai eficiente preparate
antifungice, ceea ce determina actualitatea problemei elaborarii si implementarii unor noi
remedii cu efect pronuntat asupra patogenilor si cu efecte adverse minime fatd de
organismul-gazda.

3. Preparatele antifungice de origine naturald sunt apreciate atat pentru actiunea biologica
pronuntata si efectele adverse minime, cat si pentru faptul, ca sunt acceptate mai usor de
catre pacienti. Biomasa diferitor plante, animale $i microorganisme este o materie prima
potrivitd pentru extragerea compusilor cu un potential pentru elaborarea de medicamente
antifungice de generatie noua.

4. In conceptul actual existd mai multe directii clasice de perspectivi in cercetirile orientate
spre elaborarea de noi preparate antifungice, printre care se numard sinteza compusilor
chimici cu proprietati predeterminate, depistarea compusilor naturali cu efect antifungic
si aplicarea preparatelor complexe polivalente cu efecte asupra mai multor niveluri de
rezistenta, prezente la culturile de patogeni multirezistenti.

5. Abordarea genetico-moleculara poate oferi instrumente de diagnosticare care apreciaza
nivelul de rezistentd a patogenului, permite selectarea adecvata a strategiilor terapeutice

si 0 adaptare rapida a tratamentului antifungic.
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Analiza surselor bibliografice relevante la tema tezei a permis de a formula problema de
cercetare care a fost pusa in fata acestei lucrari: necesitatea elaborarii compusilor chimici noi si
selectarea remediilor naturale cu activitate antifungica fatd de agentii cauzali ai micozelor,
precum si evidentierea elementelor comune ale rdspunsului fungilor la actiunea substantelor

selectate.

Directiile de rezolvare a problemei de cercetare au constat in urmatoarele: realizarea
screening-ului unei serii de compusi chimici noi cu continut de tiosemicarbazone substituite si a
unui numar de compusi de origine biologica in scopul depistarii remediilor active fatd de fungii
patogeni si oportunist patogeni; elucidarea modificarii permeabilitatii peretelui si membranei
celulare si a sistemului de protectie antioxidanta a fungilor sub actiunea remediilor ce poseda

activitate antifungica.

Scopul tezei a constat in evaluarea raspunsului in vitro a unor culturi de fungi patogeni si

oportunist patogeni la actiunea remediilor noi de origine biologica si chimica

Obiectivele lucrarii au fost urmatoarele:
1. Evidentierea actiunii antifungice a unor compusi chimici noi, sintetizati de catre
cercetatorii din Republica Moldova;
2. Evaluarea actiunii antifungice a unor extracte vegetale si cianobacteriene;
3. Elucidarea actiunii antifungice a extractelor din biomasa de spirulind, crescuta in conditii
biotehnologice de acumulare a metalelor;
4. Stabilirea mecanismelor de actiune posibile a compusilor chimici noi si extractelor din

surse autohtone asupra fungilor patogeni.
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2. OBIECTELE DE STUDIU SI METODELE APLICATE IN CERCETARE

Rezultatele investigatiilor prezentate in aceastd lucrare au fost obtinute pe durata anilor
2014 - 2016 in laboratorul Ficobiotehnologie si Colectia Nationala de Microorganisme
Nepatogene din cadrul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie al Academiei de Stiinte a
Moldovei, si la Catedra Microbiologie, Virusologie si Imunologie a Universitatii de Stat de

Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”.

2.1. Obiectele de studiu

In calitate de substante chimice cu posibile efecte antifungice au fost testati compusii
coordinativi ai tiosemicarbazonelor substituite, sintetizati la catedra Chimie anorganica
(Universitatea de Stat din Moldova) de catre un colectiv de autori, specialisti in domeniul
chimiei, condus de academicianul Aurelian Gulea. In calitate de substante de origine vegetala au
fost testate extracte din frunze, pericarp si endocarp de nuci, precum si extracte din biomasa
cianobacteriilor Spirulina platensis si Nostoc linckia.

In calitate de obiecte de studiu ,,in vitro” au fost incluse tulpinile de referinta:
Trichophyton rubrum ATCC®28188™; Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™;
Microsporum canis ATCC®36299™; Microsporum gypseum ATCC®24102™; Candida
albicans ATCC®10231™; tulpinile depozitate in Colectia Nationald de Microorganisme
Nepatogene: Aspergillus fumigatus CNM-FA-02; Penicillium expansum CNMN-FD-05; Mucor
vulgaris CNMN-FD-07. De asemenea au fost utilizate si izolate naturale care se refera la speciile

Fusarium oxysporum - Fusarium oxysporum FO1 si Fusarium solani - Fusarium solani FS01.

2.1.1. Compusii chimici noi

In aceasta lucrare au fost inclusi 22 compusi chimici noi (Tabelul 2.1). Acesti compusi au
fost selectati in screening-ul prealabil, in cadrul céruia acestia au demonstrat proprietati
anifungice fatd de tulpina Candida albicans ATCC®10231™, Majoritatea sunt compusi
coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone substituite si compusi coordinativi ai cuprului cu
tiosemicarbazone substituite si sulfanilamide. Unul dintre compusi nu contine cupru, ci cobalt,
iar trei dintre compusi nu contin componenta metalicd. Acestia sunt: o diamind aromatica
(RGTM 64), un compus care este precursorul de sinteza pentru ceilalti compusi studiati - 4-
feniltiosemicarbazona  acidului  piruvic (RGTM  85) si  compusul N-(2,4-
dimetilfenil)tiosemicarbazonei 2-hidroxibenzaldehidei (BREV 1), care nu contine metal.

Structurile liganzilor pentru compusii inclusi in studiu sunt prezentate in Anexa 1.
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Compusii chimici noi utilizati in cercetare

Tabelul 2.1.

Ne Abrevierea utilizata Compusul M, g/mol
in lucrare
Compusi coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone substituite
1 RGTM-25 Cu(L-H)CI 306.5
2 RGTM-27 Cu(L-H)CI 306.5
3 RGTM-28 Cu(L-H)NOs 347
4 RGTM-29 Cu(L-H)CI 320.5
5 RGTM-44 Cu(L-H)CI 365.5
6 RGTM-51 Cu(Sfdz)(L-H)CI 632,5
7 RGTM-76 4-BrFtsa + Cu(CH3COO); + PhenO, 637
8 RGTM-81 Cu(L-H)NO3 409
9 RGTM-83 Cu(L-H)CI 382,5
10 RGMT-86 [Cu(Str)L1]*2H.0 430.5
Compusi coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone substituite si sulfanilamide
1 RGTM-52 Cu(Sfc)(L-H)CI 568,5
2 RGTM-55 Cu(Str)(L-H)CI 526,5
3 RGTM-56 Cu(Ns)(L-H)CI 609,5
4 RGTM-57 Cu(Sfdz)(L-H)NO3 659
5 RGTM-58 Cu(Sfc)(L-H) NOs 595
6 RGTM-59 Cu(Sfz)(L-H) NOs 631
7 RGTM-60 Cu(Etz)(L-H) NO3 665
8 RGTM-61 Cu(Str)(L-H) NOs 553
Alti compusi
1 RGTM-37 Co(L-H).ClI 508.5
2 RGTM-64 PhenO, 210
3 RGMT-85 H,L, (precursorul de sinteza) 237
4 BREV 1 N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2- 299
hidroxibenziliden)-
hidrazincarbotioamida
2.1.2. Extracte din Juglans regia

In cercetare au fost utilizate extractele Tn metanol, etanol, etil acetat si acetona din frunze

mature de nuc, pericarp de fruct de nuc imatur (coaja verde), si endocarp de fruct matur de nuc

(coaja uscatd). Pentru a obtine extractele din materialul vegetal, acesta prealabil s-a maruntit.

Frunzele si coaja verde s-au prelucrat cu un malaxor cu cutite pana la obtinerea masei omogene,

lar cojile uscate s-au macinat pana la obtinerea particulelor mici de 300-500 um. La 1g de masa

vegetald bruta s-au adaugat 20 ml de solvent organic. Recipientele s-au instalat pe un agitator

orbital setat la viteza de 250 rpm pentru o perioada de 24 ore. Separarea reziduului vegetal de
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extract s-a realizat prin filtrare In vid. Extractul s-a evaporat intr-un sistem de evaporare cu vid si

s-a standardizat dupa masa uscata extrasa, astfel ca sa se obtind un concentrat de 10 mg/ml.

2.1.3.Extracte hidro etanolice din biomasa de Spirulina platensis CNMN-CB-11 si Nostoc

linckia CNMN-CB-03

Biomasa cianobacteriilor Spirulina platensis CNMN-CB-11 si Nostoc linckia CNMN-CB-
03 obtinute in conditii optime de cultivare pentru fiecare tulpind s-a colectat prin filtrare in vid,
s-a spalat cu solutie izotonicad de acetat de amoniu. Dupa inlaturarea solutiei de spalare biomasa
s-a supus inghetarii-dezghetarii repetate, dupa care s-a resuspendat in solutiile hidro etanolice
respective astfel ca concentratia biomasei in suspensie sa constituie 10 mg/ml. Extragerea s-a
realizat prin agitarea amestecului pe un agitator orbital setat la viteza de 250 rpm timp de 3 ore.
La finele perioadei date de timp extractul s-a separat prin centrifugare, s-a standardizat dupa

substanta uscata si s-a supus analizelor de rigoare.

2.1.4.Extracte hidrice si etanolice din biomasa de spirulina cu continut de metale

In calitate de preparate cu efect antifungic au fost utilizate doud tipuri de extracte din
biomasa cianobacteriei Spirulina platensis CNMN-CB-11 crescuta pe mediul nutritiv SP -1 cu
adaosuri de compusi ai metalelor: Zn(II), Fe(IlI), Cu(Il), Cd(Il), Co(II) si Cr(IIl)). Primul tip de
extracte (numite extracte etanolice - EE) a fost obtinut prin extragere cu alcool etilic de 96% din
biomasa (2 parti volum alcool la 1 parte biomasd) la temperatura camerei timp de 2 ore pe
agitator. Cel de-al doilea tip de extracte (numite EH) a fost obtinut prin extragere in apa fierbinte
(90°C) timp de 1 ori, respectand acelasi raport — 2 pérti volum apa purificati si 1 parte biomasa.
Extractele au fost standardizate dupd substanta uscata astfel ca 1 ml de extract sd contind 10 mg
substanta uscata. Continutul metalelor in extracte a fost urmatorul: EEz,— 0,15%; EHz, — 0,38%;
EEr.— 0,09%; EHg.— 0,08%; EEc,— 0,35%; EHc,— 0,42%; EEcq— 0,09%; EHcq— 0.03%; EEc,—
0,09%; EHco— 0,09%; EEc,— 0,11%; EHc,— 0, 15%.

2.1.5 Trichophyton rubrum ATCC®28188™

Pozitia sistematicd: Regnul Fungi, Filumul Ascomycota, Subfilumul Pezizomycotina;
Clasa Eurotiomycetes, Ordinul Onygenales, Familia Arthrodermataceae, Genul Trichophyton,
specia Trichophyton rubrum.

Coloniile tipice ale T. rubrum sunt albe, cu suprafata catifelata (Figura 2.1). Partea
inferioard a majoritdtii coloniilor este de obicei de culoare rosie, la unele — cu nuanta galbuie, iar

la altele cu nuantd maronie. Trichophyton rubrum creste incet, produce microconidii rare,
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elipsoidale alungite aranjate lateral pe hifele germinative. Tulpina este destinata pentru realizarea

cercetarilor biomedicale.

2.1.6. Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™

Pozitia sistematicd: Regnul Fungi, Filumul Ascomycota, Subfilumul Pezizomycotina;
Clasa Eurotiomycetes, Ordinul Onygenales, Familia Arthrodermataceae, Genul Trichophyton,
specia Trichophyton mentagrophytes (interdigitale).

Pe mediul Sabouraud cu gelozd formeaza colonii plate cu aspect de piele intoarsa, de
culoare albd cu nuanta crem si miros distinctive (Figura 2.2). Reversul coloniilor este de obicei
galben pand la rosu cu nuante maro. Forma colonilor - granulara, cu aspect pulverulent,
datorita cantitdtii mari de microconidii formate. Macroconidiile sunt netede, in forma de fus, cu
pereti subtiri, formate din 4-5 celule separate prin pereti transversali paraleli. Tulpina creste

destul de rapid.

Fig. 2.1. Trichophyton rubrum Fig. 2.2. Trichophyton mentagrophytes

ATCC®28188™, crestere pe mediu Sabouraud ATCC®9533™, crestere pe mediu Sabouraud
cu geloza cu geloza

2.1.7. Microsporum canis ATCC ®36299™

Pozitia sistematicd: Regnul Fungi, Filumul Ascomycota, Subfilumul Pezizomycotina;
Clasa Eurotiomycetes, Ordinul Onygenales, Familia Arthrodermataceae, Genul Microsporum,
Specia Microsporum canis.

Formeaza colonii albe, pufoase, cu aspect ,,paros” sau ,,cu pene” (Figura 2.3). Reversul
coloniilor este de culoare galbend intensd, datoritda metabolitilor eliminati de cétre fungi.
Intensitatea pigmentului galben este maximala la a 6-a zi de crestere a coloniilor, dupa care
culoarea devine mai pald. Se reproduce asexuat prin formarea macroconidiilor, care sunt

asimetrice, de forma sferica, cu peretii grosi si rugosi. Partea interioard a fiecarui macroconidiu
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este de obicei Tmpartitd in sase sau mai multe compartimente separate prin pereti transversali.

Produce, de asemenea, microconidii.

2.1.8.Microsporum gypseum ATCC®24102™

Pozitia sistematicd: Regnul Fungi, Filumul Ascomycota, Subfilumul Pezizomycotina;
Clasa Eurotiomycetes, Ordinul Onygenales, Familia Arthrodermataceae, Genul Microsporum,
Specia Microsporum gypseum.

Coloniile au aspect catifelat pulverizant, de culoare alba cu diferite nuante, reversul
coloniilor poate varia de la roz la rosu si galben, ocazional cu nuante de violet (Figura 2.4).
Produce din ambundentd microconidii pe miceliul vechi. Marginile coloniei sunt zimtate si
prezintd pleomorfism. Macroconidiile sunt pedunculate, apicale, solitare, in forma de ax, de
dimensiuni mari (40-150 x 8-15 um), cu pereti grosi netezi sau rugosi, situate direct pe hife sau
pe ramuri scurte ale acestora. Hifele sunt septate si sunt ramificate. Microconidiile sunt in forma
de picaturd cu dimensiunile de 1,7-3,5 X 3,3-8,3 um, unicelulare, foarte abundente. Hifele pot fi
subtiri, cu pereti netezi, care pot creste pana la 250 pm in lungime; cu diametrul de 2,5-4,0 um,
sau spiralate, netede cu pereti septati, care au un diametru al bazei de 2,5-3,5 pum, care se
subtiazd pana la 1,5-2 um in diametru la capete. Unele hife macroconidii cu pereti grosi,
elipsoidale sau fusiforme, cu dimensiuni de 35-55 x 10-13.5 um, cu pana la cinci septuri. Asca
are pereti subtiri, 5-7 pm 1n diametru si contine opt ascospori. Ascosporii sunt netezi, lenticulari,
au 1,5-2 x 2,5-4 pm in diametru, iar atunci cand se formeaza in masa dau culoare galbena

culturii.

Fig. 2.3. Microsporum canis ATCC Fig.2.4. Microsporum gypseum
®36299™, crestere pe mediu Sabouraud cu  ATCC®24102™, crestere pe mediu Sabouraud
geloza cu geloza
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2.1.9. Candida albicans ATCC®10231™

Pozitia sistematica: Regnul Fungi, Filumul Ascomycota, Clasa Saccharomycetes, Ordinul
Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceae, Genul Candida, Specia Candida albicans.
Prezintd microorganisme, care pot aparea sub 2 forme, in functie de conditiile de mediu: forma
de levuri se giseste la cultivarea la temperatura de 37°C ,,in vitro ”, iar forma filamentoasa apare
cand sunt cultivate la temperatura camerei sau la 30°C, pe medii uzuale. Aceste doui forme
morfologice sunt denumite Forma de blastospori si Forma de pseudomicelii. Blastosporii
formeaza filamente si se grupeazd cu formarea de aglomerari in forma de ,,pietre de pavaj”. La
colorare se comportd ca microorganisme gram pozitive. Pe mediul Sabouraud cu geloza

formeaza colonii untoase, bombate, cu margini netede, lucioase (Figura 2.5).

Fig. 2.5. Candida albicans ATCC®10231™, A. Crestere pe mediu Sabouraud cu geloza; B.
Celule si pseudohife

2.1.10. Aspergillus fumigatus CNM-FA-02

Pozitia sistematica: Regnul Fungi; Filumul Ascomycota; Clasa Eurotiomycetes; Ordinul
Eurotiales; Familia Trichocomaceae; Genul Aspergillus; Specia Aspergillus fumigatus

Tulpina a fost obtinuta in conditii naturale prin izolarea din sol - cernoziom carbonatat din
Zona Centrala a Republicii Moldova, anul 1983. Poseda capacitatea de descompunere a
erbicidelor - derivati ai sim-triazinelor (atrazina, simazina), derivati ai sulfonilureelor
(clorsulfuron) si ai acidului ariloxifenoxipropionic (fusilade, illoxan, zellek). Pe mediul Czapek
cu geloza cultura formeaza colonii extinse, cu o suprafatd ce variaza intre catifelata si pufoasa,
initial albe, care cu timpul devin albastru-verde-deschise pana la cenusiu-verde-inchise (Figura

2.1.A). Partea inversa a coloniei are nuante verzui si cafeniu-rosietice inchise. Sclerotiile
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formeaza colonii de circa 300 pm, dar de obicei mai mici. Conidioforii scurti i netezi, cu o
lungime de 300 um si diametrul 5-8 um au o culoare verde, in special in partea superioara,
provin nemijlocit de la hifele substratului sau din ramuri foarte scurte ale miceliului aerian, se
largesc treptat in partea superioard si se transforma aproape neobservat intr-o formatie apicala
conica de 20-30 um in diametru (Figura 2.1.B), de aceeasi culoare cu conidioforul, fertilda numai
in partea superioard. Fialidele intr-un rand, colorate identic, 6-8 X 2-3 um, compacte, cu axa
longitudinala paralela axei conidioforului. Conidiile in majoritate verzui, sferice sau aproape
sferice, 2,5-3,0 um in diametru. Creste bine pe mediile obisnuite, inclusiv pe cel mineral. Tipul

catabolismului - respiratie, acrob, temperatura optima este de 27-28 °C, pH-ul mediului 5,5-5,6.

Fig. 2.6. Aspergillus fumigatus CNM-FA-02. A — colonii extinse, contopite. B — conidiofori

2.1.11. Penicillium expansum CNMN-FD-05

Tulpina a fost izolarea din sol - cernoziom carbonatat din Zona Centralda a Republicii
Moldova. Pe mediul must de malt - geloza coloniile cresc rapid. Initial acestea sunt de culoare
alba, iar dupa trei zile cand incepe formarea conidioforilor coloniile capata culoare cenusie cu
nuante verzui, cu o suprafatd uniforma, catifelata (Figura 2.7 A). Marginile coloniei raman albe,
mai rar galbui. Reversul este de culoare brund. Hifele sunt foarte ramificate, conidioforii sunt
numerosi (Figura 2.7 B).

Pe mediul Czapek cu zaharoza coloniile sunt de dimensiuni extinse, regiunea cu
conidiofori are culoare verde-murdara. Conidiile sunt elipsoidale, aproape sferice, 3,0x3,4 um,
formeaza lanturi. Creste pe mediile must de malt - geloza; cartof — geloza, in limitele de
temperaturd +15....+45°C. Temperatura optimd de crestere este de 28-30°C. Limitele
acceptabile de pH 3,0-9,0. Crescuta submers pe mediile Czapek cu 10 g/l hartie de filtru,

mediul Ghetcinson cu 15 g/L extract de porumb si 10 g/L celuloza cristalina sau alte surse
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naturale de carbon (paie de porumb, tescovind de mere, borhot de sfecld) in concentratie de 10-
60 g/l tulpina creste intens si manifestd activitate endoglucanazica, celobiohidrolazicd, -
glucozidazica. Pe mediul Ghetcinson cu surse usor asimilabile de carbon (mono- si dizaharide)
cresterea tulpinii este intensa, iar activitatea enzimatica mentionatd mai sus lipseste. Pe medii cu

surse naturale de carbon (borhot de sfecld) tulpina poseda activitate xilanazica si pectinazica.

it

7y

Fig. 2.7. Penicillium expansum CNMN-FD-05. A — colonie pe mediu malt -geloza. B —

{

miceliu ramificat

2.1.5. Mucor vulgaris CNMN-FD-07

Tulpina a fost izolatd in anul 2003 din solul Zonei Centrale a Republicii Moldova. Creste
activ pe mediul must-geloza la temperatura 27+1°C. Coloniile sunt de culoare suri-albicioasa-
verzuie (Fugura 2.8 A).

Miceliul este foarte consistent, cu miros slab de mucegai, deasupra lui pot fi observati
sporangioforii. Sporii (sporangiosporii) se dezvolta in sporangii de forma sferica la varful
sporangioforelor (Figura 2.8 B). Zigosporii sunt, de obicei de culoare neagra intunecata,
unicelulari, si sunt conectati de filamente prin celule scurte numite suspensori. Pe mediul must-
geloza miceliul creste abundent, bine dezvoltat decompactizat. inél‘;imea coloniilor 1,0-2,0 mm,
cresterea liniara 0,25-0,3 cm/zi. Pe mediul Czapek cu geloza coloniile sunt negre, au o crestere
intarziata, atingand 2,5...3,0 cm in diametru in 10-14 zile la temperatura de 24...26°C. Tulpina se
dezvolta pe mediul de must de bere cu geloza in limitele de temperatura +4..+34°C. Dezvoltarea
optimd se manifestd la temperatura de 25..29°C. In calitate de sursd de carbon pe mediul
Czapek tulpina asimileaza monozaharide — glucoza, galactoza; dizaharide — maltoza, zaharoza,
lactoza, precum si melasa. Ca sursd de azot asimileaza azotul anorganic sub forma sarurilor de

amoniu NH4NO3, (NH4)3PO4, (NH4)QSO4 si nitratilor NaNO3z, NH4NO:s.
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Fig. 2.8. Mucor vulgaris CNMN-FD-07. A — crestere pe geloza; B — conidiofori

2.1.6. Fusarium oxysporum FO1

Creste foarte rapid pe medii minerale. Temperatura de crestere 15-45°C, optimi la 25-
30°C. Pe mediul malt-agar formeazi colonii de 3-5 c¢m, initial albe, apoi roz cu nuante de violet,
foarte pufoase (Figura 2.9 A). Hifele sunt foarte lungi, impleticite (Figura 2.9 B). Formeaza
numeroase macroconidii si microconidii. Macroconidiile se formeaza in miceliul aerian, sunt
aproape drepte sau putin incovoiate la capete, cu diametrul egal pe aproape toata lingimea, spre
capete subtiindu-se si formand un piciorus pronuntat, cu 3-5 pereti transversali. Microconidiile
pot avea sau nu perete transversal. Hlamidospori ambundenti, netezi sau cu mici proeminente.

Pe mediul Czapek coloniile sunt mai mici de 2-3 cm, catifelate de culoare roz, putin

bombate la mijloc, foarte sporulente. Reversul cu nuante violete.

Fig. 2.9. Fusarium oxysporum FO1. A — colonie pe mediu malt -geloza. B — miceliu
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2.1.7. Fusarium solani FSO1

Creste foarte rapid pe diferite medii minerale. Pe mediul malt-geloza coloniile sunt mari cu
diametrul de 4-5 cm, de culoare albi, foarte pufoase. In tuburi cu geloza se extinde rapid
ocupand intreaga suprafatd (Figura 2.10 A). Hifele sunt lungi (Figura 2.10 B). Macroconidiile se
formeaza 1n sporogonii, pionote §i miceliul aerian, elipsoidal incovoiate, uneori drepte, celula
superioard uniforma sau putin subtiatd, 3-5 pereti transversali, diametrul egal aproape pe toatd

lungimea, de culoare crem-galbui, alb-crem. Reversul coloniei incolor sau crem.

Fig. 2.10 . Fusarium solani FSO1. A — crestere pe geloza in tub; B — miceliu

2.2. Metodele de cercetare

Pentru realizarea lucrdrii au fost utilizate metode de determinare a activitatii antifungice:
metoda difuziei in geloza, metoda dilutiilor succesive, metodele standardizate EUCAST (7.1
pentru Candida albicans si 9.1 pentru fungii filamentosi). Pentru a identifica efectele
preparatelor examinate au fost aplicate un sir de metode biochimice: metodele de determinare a
activitatii enzimelor (lactat dehidrogenazei eliberate, superoxiddismutazei, catalazei si glutation
peroxidazei), capacitatii antioxidante totale si a continutului produselor finale ale peroxidarii
lipidelor (dialdehidei malonice). Pentru determinarea activitdtii enzimelor antioxidante au fost
utilizate kit-uri speciale (RANSOD pentru superoxiddismutaza, producator Randox; RANSEL
pentru glutation peroxidaza, producator Randox; Catalase Assay kit, producator Sigma-Aldrich),
iar determinarile au fost realizate in conformitate cu protocoalele oferite de producatori.
Activitatea lactat dehidrogenazei eliberate a fost determinatd conform metodei bazate pe
catalizarea de catre lactat dehidrogenaza a reactiei de transformare a L-lactatului in piruvat cu
participarea NADH [14].

Modificarile morfologice ale fungilor, induse de compusii testati, au fost Inregistrate cu
utilizarea microscopului Axio Imager A2 (Zeiss) din dotarea Institutului de Zoologie al ASM,
laboratorul Ecotoxicologie.
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2.2.1 Metoda de determinare a sensibilititii fungilor la actiunea compusilor cu activitate
antifungica prin metoda difuziei in geloza
In lucrare au fost aplicate doud variante ale acestei metode: cu aplicarea discurilor

impregnate si cu aplicarea godeurilor.

a) metoda discurilor

Metoda de difuzie in gelozd este bazatd pe proprietatea susbstantelor de origine biologica
sau chimica de a patrunde si a se raspandi in mediul nutritiv cu geloza de pe discurile impregnate
cu aceste substante. Substantele cu efect antifungic, la difuzionarea lor in zona adiacenta
pozitionarii discurilor respective, inhiba dezvoltarea microorganismelor Insamantate pe suprafata
gelozei.

Mediul nutritiv utilizat in aceastd metoda este selectat in dependentd de cultura fungica.
Pentru studiul dermatofitilor a fost utilizat mediul Sabouraud, iar pentru culturile de fungi
miceliali oportunist patogeni — mediul Czapek. In cercetare au fost utilizate cutii Petri cu
diametrul de 90 mm. in fiecare cutie s-au turnat cate 20 ml mediu nutritiv, astfel ca sa se obtina
un strat de geloza de 4,0 = 0,5 mm. Cutiile cu mediu s-au ldsat la temperatura camerei pentru
solidificare, dupa care s-au utilizat imediat, sau pe durata a 10 zile cu imperativul pastrarii lor in
conditii sterile la 4°C.

Deoarece in cercetare s-au Utilizat substante noi, care nu se produc industrial, prepararea
discurilor s-a executat in laborator. Substantele testate s-au impregnat pe discuri cu diametrul de
6 mm confectionate din hartie de filtru de tip Munktell, grad 005 cu grosimea de 0,03 mm.
Pentru o procedura de impregnare s-a utilizat un volum de 4 pl din solutia testatd. Discurile s-au
preparat imediat inaintea efectudrii experientelor, sau pe durata a 10 zile de la impregnare cu
conditia pastrarii lor in flacoane inchise ermetic in conditii sterile.

Pentru tulpina Candida albicans ATCC®MY A-1023™ inoculul final trebuie sa contind
intre 1x10° si 2,5x10° UFC/ml. Din subcultura obtinutd pe mediu Sabouraud cu geloza s-a
preparat o suspensie in apa distilatd sterilda pand la o densitate de 0,5 dupa McFarland. Dupa
aceasta solutia obtinutd s-a mai diluat odatd in proportie de 1:10, astfel fiind obtinut inoculul
final. Inoculul s-a utilizat timp de maxim 30 min din momentul pregatirii pentru a evita socul
osmotic si distrugerea culturii.

Pentru dermatofitii miceliali Trichophyton rubrum ATCC®28188™; Trichophyton
mentagrophytes ATCC®9533™; Microsporum canis ATCC®36299™; Microsporum gypseum
ATCC®24102™ prepararea inoculului s-a realizat din culturi proaspete si mature (2-10 zile, In

dependenta de specie), obtinute pe mediul Sabouraud. Coloniile s-au acoperit cu aproximativ 5
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ml apa sterild suplimentata cu 0,1% Tween 20. Apoi, conidiile s-au detasat cu grija cu un tampon
steril si s-au transferat cu ajutorul unei pipete intr-un tub steril. Suspensia s-a omogenizat timp de
15 sec. la un vortex la 2000 rpm. Inoculul s-a examinat pentru descoperirea diverselor hife si
aglomeriri de conidii. In cazul prezentei unui numar semnificativ de hife (> 5% din structurile
fungice), 5 ml de suspensie s-au transferat intr-o seringa sterila la care s-a atasat un filtru steril cu
diametrul porilor de 11um. Dup4, inoculul asfel obtinut s-a colectat si s-a transferat intr-un tub
steril. In cazul cand, dupa verificarea repetati a calitatii inoculului (prezenta hifelor) a fost
depistatd prezenta hifelor in cantitate mai mare de 5%, filtrarea s-a repetat. Suspensia s-a ajustat
cu apa distilata sterild pana la o concentratie de 2-5x10° UFC/ml. Apoi, s-a diluat iardsi cu apa
distilata sterila in proportie de 1:10 in rezultat obtinandu-se inoculul final.

Pentru fungii miceliali oportunist patogeni Aspergillus fumigatus CNM-FA-02;
Penicillium expansum CNMN-FD-05; Mucor vulgaris CNMN-FD-07, Fusarium oxysporum
FO1 si Fusarium solani FSO1 prepararea inoculului a fost identica cu procedura perfectatd in
cazul dermatofitilor filamentosi, cu exceptia ca mediul utilizat a fost mediul Czapek.

Inoculul standardizat in volum de maximum 2 ml s-a transferat pe cutiile Petri cu mediu
nutritiv unde s-a distribuit uniform pe suprafata gelozei, iar excesul s-a inlaturat prin pipetare.
Cutiile intredeschise s-au lasat la temperatura camerei pentru uscare timp de 15 - 20 min. La
expirarea acestui termen pe suprafata gelozei s-au aplicat discurile impregnate cu substantele
testate. Aplicarea discurilor s-a facut cu ajutorul pensetei sterile. S-a respectat distanta de la
discuri pana la marginea cutiei, precum si intre discuri de 15-20 mm. Discurile s-au ajustat prin
apdsare pentru un contact uniform cu suprafata gelozei. Dupa aplicarea discurilor impregnate
cutiile Petri s-au pus pentru incubare la 35 - 37°C, timp de 24 de ore pentru candida si 48 ore
pentru fungii miceliali. Dupa incubare cutiile Petri s-au plasat pe hartie mata de culoare inchisa,
astfel incat lumina sd cada sub un unghi de 45°. Diametrul zonelor de inhibitie a cresterii s-a

masurat cu o precizie de pand la 0,1 mm, cu ajutorul unui subler.

b) metoda cilindrelor sau godeurilor

In cutii Petri 20x100 mm sau 20x90 mm, puse pe 0 masi cu suprafata strict orizontal, s-
a turnat mediu agarizat populat cu cultura respectiva de fungi intr-un strat cu grosimea de 4,0 +
0,5mm. Inoculul s-a introdus in mediu cand acesta a atins temperatura de 49 = 1°C in cazul
tulpinii Candida albicans ATCC®MY A-1023™ unde s-au aplicat celule vegetative, ori de 65-
70°C in cazul celorlalte culturi de fungi, unde in calitate de inocul s-a utilizat suspensia de
spori. Cantitatea de inocul aplicata trebuie sa fie suficienta pentru a asigura cresterea optima a

culturilor de fungi si claritatea zonelor de inhibitie. Astfel, valorile optimale pentru Candida
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albicans ATCC®MYA-1023™ constituie aproximativ 40 min celule/ml, iar pentru celelalte
culturi utilizate - 20 mln spori la 1 ml.

In cazul metodei cilindrelor, pe fiecare cutie Petri s-au aplicat 6 cilindre sterile din inox ori
aluminiu cu indltimea de 10,0 + 0,1mm si diametrul interior de 6,0 £ 0,1 mm, astfel ca distantele
dintre cilindrele invecinate si pand la marginea cutiei si fie egale. In cazul metodei godeurilor,
acestea s-au sfredelit in agar cu sfredelul steril. Diametrul godeurilor - de la 6 la 8 mm.

In cilindre ori godeuri s-au introdus volume egale de solutii ale martorilor pozitivi
respectivi si ale solutiilor testate. In lucrare au fost utilizate solutiile compusilor chimici noi,
extractele din frunze si coaja de nuca, extractele hidro etanolice din biomasa de cianobacterii
(Spirulina platensis si Nostoc linckia) si extractele hidrice si etanolice din biomasa de Spirulina
platensis crescuta in conditii biotehnologice de acumulare a metalelor. Pentru a diminua
diferentele cauzate de intervalele de timp la care se fac introducerile de solutii, cutiile Petri s-
au lasat la temperatura camerei timp de 1-2 ore, apoi s-au incubat la 35 - 37°C timp de 24 -
48 ore. Diametrul zonelor de inhibare a cresterii culturilor de fungi s-au masurat cu ajutorul

sublerului cu exactitate de 0,1 mm.

2.2.2. Metoda de determinare a sensibilitatii fungilor la actiunea compusilor cu activitate

antifungica (determinarea CMI si CMF)

a) metoda dilutiilor succesive:

In aceasta lucrare metoda dilutiilor succesive (de serie) a fost aplicati pentru determinarea
directd a concentratiei minime de inhibitie (CMI) a substantelor testate fata de fungii miceliali
oportunist patogeni Aspergillus fumigatus CNM-FA-02, Penicillium expansum CNMN-FD-05,
Mucor vulgaris CNMN-FD-07, Fusarium oxysporum FOT1 si Fusarium solani FS01.

Metoda a fost realizatd in modul urmator. Substantele testate in calitate de preparate cu
efect antifungic s-au adaugat in cantitati cunoscute la mediul de cultura, care apoi s-a inoculat cu
cultura respectiva de fungi. Dupd incubare a fost evaluatd prezenta sau absenta unei cresteri
vizibile. Pasii care au asigurat realizarea metodei, au fost urmatorii: prepararea mediilor
nutritive; prepararea inoculului microorganismului testat; inocularea; incubarea; examinarea si
interpretarea rezultatelor; formularea concluziilor in functie de scopul cercetarii.

Prepararea mediilor nutritive. Mediul standard pentru tulpinile respective a fost mediul
Czapek, care dupa preparare a fost supus sterilizarii prin autoclavizare, dupa care imediat a fost

distribuit in eprubete sterile.
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Prepararea inoculului s-a realizat conform metodei descrise mai sus. O atentie aparte s-a
acordat standardizarii inoculului.

Dilutiile de serie in mediu lichid. In lucrarea de fatd pentru culturile de fungi miceliali
oportunist patogeni Aspergillus fumigatus CNM-FA-02, Penicillium expansum CNMN-FD-05,
Mucor vulgaris CNMN-FD-07, Fusarium oxysporum FO1 si Fusarium solani FSO1 a fost
aplicata macrometoda de dilutii de serie (in eprubete). Mediul nutritiv s-a turnat in cantitate de
0,5 ml 1n fiecare tub. Numarul de tuburi a fost determinat de numarul dorit de dilutii cu luarea in
calcul si a martorului negativ si a celor pozitivi.

Solutia de lucru a preparatelor cu actiune antifungica s-a preparat din solutia standard cu
utilizarea mediului nutritiv lichid. Concentratia solutiilor de lucru s-a calculat pe baza
concentratiei maxime necesare intr-o serie de dilutii de serie, numarului de dilutii necesare.
Solutia de lucru intr-o0 cantitate de 0,5 ml s-a introdus in primul tub ce continea 0,5 ml de mediu
nutritiv. Dupa o agitare activa, s-a colectat 0,5 ml de mediu, care s-a transferat intr-un al doilea
tub ce continea initial 0,5 ml mediu. Aceastd procedurd s-a repetat pana cand s-a preparat
numarul necesar de dilutii. Astfel, in lucru au fost luate o serie de eprubete cu solutii ale
preparatului cu proprietdti antifungice, concentratiile carora difereau in tuburile vecine de 2 ori.

Pentru inoculare s-a utilizat suspensia de spori ce continea 1,5 x 10° UFC/ml. In fiecare tub
ce continea 0,5 ml a dilutiei corespunzatoare a preparatului antifungic testat s-au introdus cate
0,5 ml inocul. Aceeasi cantitate de inocul s-a introdus si in tubul cu martorul negativ si cu
martorii pozitivi corespunzatori. Inoculul s-a introdus in tuburi cu dilutii ale preparatului
antifungic pe durata a 15-30 minute de la preparare. Tuburile s-au inchis cu dopuri sterile din
bumbac si tifon sau cu capace metalice, fiind apoi incubate la o temperaturd de 35°C timp de 24-
48 ore. Tubul cu un martor negativ a fost plasat in frigider la 4°C si pastrat pana la citirea
rezultatelor testului. Pentru a determina prezenta cresterii tubul cu cultura testata si cel cu
martorul negativ s-a examinat in flux emergent de lumind. Concentratia substantei
corespunzatoare tubului cu cea mai mica concentratie, care inhiba cresterea vizibila a culturii
fungice, a reprezentat valoarea CMI pentru substanta si cultura respectiva.

Metoda datd permite de asemenea, determinarea valorii CMF (concentratia minima
fungicida) pentru fiecare substanta testatd. Pentru aceasta, s-au prelevat 0,1 ml din tuburile
utilizate pentru tehnica dilutiilor n mediu lichid. Prelevarea s-a facut din tubul in care se
continea concentratia substantei testate corespunzatoare valorii CMI si din tuburile anterioare
care prezentau concentratii mai mari. Prelevatul s-a inoculat pe suprafata unor placi cu mediu
solid nesuplimentat cu inhibitori ai cresterii. Dupa incubare in termostat s-a observat cresterea

sau lipsa cresterii fungilor la dilutia corespunzdtoare CMI si celor mai mari ca aceasta. Valoarea
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CMF a fost data de cea mai micd concentratie de preparat antifungic, care a redus practic la 0

numarul coloniilor formate (cu pana la 99,9%).

b) metoda standardizata EUCAST Def.7.1:

Aceastd metoda a fost aplicata pentru a evalua efectul antifungic in vitro al substantelor
chimice si extractelor fata de tulpina Candida albicans ATCC®MYA-1023™ cu respectarea
standardului adoptat de European Committee of Antifungal Susceptibility Testing. Testul se
efectueaza folosind dilutii binare descrescande de antifungic.

Mediul de testare recomandat este RPMI 1640 (cu glutamina, un indicator de pH si fara
bicarbonat, suplimentat cu glucoza la o concentratie finald de 2%). Pentru pregatirea mediului
nutritiv dublu concentrat s-a utilizat concentratia de 20,8 g/l. Utilizarea MOPS (acid 3-(N-
morpholino) propanesulfonic) la o concentratie finala de 0,165 M mentine pH-ul optim pe
durata testului. Acest component s-a aplicat in concentratia de 69,06 g/1.

In varianta aplicatd in aceastd lucrare testele au fost realizate in tuburi de sticld cu
capacitatea de 5 ml. Pentru fiecare substanta s-au utilizat 10 tuburi, dintre care in 8 s-au introdus
cate 1,5 ml din dilutiile binare corespunzatoare ale substantei testate in mediu nutritiv dublu
concentrat, iar in ultimele 2 - doar aceeasi cantitate de mediu dublu concentrat. Inoculul final
utilizat trebuie si contina intre 1x10° si 2,5x10°> UFC/ml. Pentru aceasta din subcultura obtinuta
pe mediul Sabouraud cu geloza, s-a preparat o suspensie in apa distilatd sterila pand la o
densitate de 0,5 McFarland (cca. 2-5x10° UFC/ml). Dupd, a urmat o a doua dilutie tot cu apa
distilata sterild de 1:10, obtinandu-se inoculul final. Inocularea s-a realizat in maxim 30 min de la
standardizarea suspensiei, pentru a mentine viabilitatea culturii. Apoi, fiecare tub s-a inoculat cu
1,5 ml din suspensia de fungi. Incubarea tuburilor inoculate s-a realizat fara agitare, la 35-37°C,
timp de 24 ore (uneori 48 ore). Rezultatul final s-a citit la spectrofotometru (PG Instruments
UVVIS T80 - spectrofotometrul utilizat in laborator) la lungimea de unda de 530 nm. CMI-ul s-
a calculat ca fiind cea mai mica concentratie care a inhibat cresterea (comparativ cu martorul

pozitiv din tubul 9-10).

) metoda standardizati EUCAST Def.9.1:

Metoda data a fost aplicata in scopul evaluarii efectului antifungic in vitro a substantelor
noi fata de fungi filamentosi dermatofiti. Se deosebeste de metoda descrisa anterior (EUCAST
Def.7.1) prin modul de preparare a inoculului si citirea rezultatelor (vizuald).

Prepararea inoculului s-a realizat din culturi mature, obtinute pe mediul Sabouraud. In

acest scop, coloniile s-au acoperit cu aproximativ 5 ml apa sterila suplimentata cu 0,1% Tween
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20. Apoi, s-au detasat cu grija conidiile cu ajutorul unui tampon steril si S-au transferat cu
ajutorul unei pipete intr-un tub steril. Dupa, suspensia s-a omogenizat timp de 15 secunde la un
vortex la 2000 rpm. In cazul prezentei fragmentelor hifare suspensia s-a filtrat printr-un filtru cu
dimensiunea porilor de 11um. Inoculul s-a ajustat cu apa distilata sterila pana la o concentratie
de 2-5x10° UFC/ml. Dupa, a urmat o a doua dilutie tot cu apa distilati sterild respectand raportul
de 1:10, obtinandu-se inoculul final.

Repartizarea dilutiilor in tuburi s-a facut ca in cazul descris anterior. Gradul de crestere n
tuburile ce contineau agent antifungic s-a interpretat prin comparatie cu cel din tuburile martor.

Concentratia minima de inhibitie (CMI) pentru substantele testate s-a considerat a fi cea

mai mica concentratie care produce inhibitia cresterii fungilor filamentosi.

2.2.3. Obtinerea extractelor celulare din culturile de fungi

Biomasa fungica s-a separat de mediul nutritiv prin filtrare / centrifugare. Dupa aceasta
biomasa (cantitatea de 100 mg) s-a resuspendat in solutie de 0,1N HCI si s-a pus pe baia de apa
incilzitd pana la 90°C pentru 5 minute dupa care s-a ricit sub jet de apa. Biomasa s-a filtrat, dupa
care s-a spalat cu apa distilatd, fiind apoi supusa distrugerii peretelui celular si a membranei
citoplasmatice. In cercetare au fost utilizate extractele hidrice. La biomasa hidrolizata si spalati
(100 mg) s-au adaugat 2 ml de apa distilata dupa care s-au aplicat perlele de sticla cu
dimensiunea 150-212 um (Sigma) in cantitate de 0,1 g per proba. Perlele s-au amestecat cu
suspensia celularad si s-au amestecat pe vortex timp de un minut, cu intervalul de 5 minute, cu
racire cu gheata. Lizatul s-a centrifugat la 8000 rpm, la temperatura de 4°C timp de 10 minute,

iar supernatantul s-a depozitat in frigider la 4°C pana la utilizare.

2.2.4. Determinarea capacititii antioxidante totale cu utilizarea radicalului cation ABTS"”

Metoda de determinare a capacitatii antioxidante totale, care a fost aplicatd in aceastd
lucrare are la baza utilizarea reagentului ABTS (2,2 azinobis 3-etilbenzotiazolina-6- a acidului
sulfonic). Este una dintre metodele care ofera rezultate bune in cazul studiului extractelor
complexe din diferite tipuri de material biologic. Deoarece in lucrare sunt supuse testarii
extractele complexe din biomasa de fungi tratata cu substante cu efect antifungic si din biomasa
standard, aceasta metoda este adecvata.

Esenta metodei consta in faptul, ca prin oxidarea ABTS (2,2 azinobis 3-etilbenzotiazolina-
6- a acidului sulfonic) are loc formarea radicalului cation ABTS ™. Reducerea radicalului format
are loc prin mecanismul de aditionare de electroni. Astfel, extractele care contin substante

capabile de a realiza o astfel de reactie manifesta activitate antioxidantd, care poate fi inregistrata
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prin aceasti metoda. In calitate de echivalent pentru calculul cantitativ in aceastd metoda se
utilizeazd troloxul, compus hidrosolubil cu activitate antiradicalicd similard tocoferolului.
Rezultatele testului pot fi exprimate in % inhibitie (pentru compararea rezultatelor in interiorul
testului) si in TEAC (trolox equivalent antioxidant activity) pentru compararea cu antioxidantii
de alta natura.

Oxidarea ABTS in scopul formirii radicalului cation ABTS™ s-a realizat cu utilizarea
persulfatului de potasiu. Pentru aceasta s-a preparat solutia stoc a reagentului ABTS de 7 mM in
apa deionizata, la care s-a adaugat persulfatul de potasiu in concentratie de 2,45 mM 1n raport de
1:1. Reactia de formare a radicalului ABTS™ a decurs la intuneric, la temperatura camerei, timp
de 16 ore. Solutia de lucru s-a preparat din solutia stoc de ABTS, care s-a dizolvat in etanol sau
apa distilatd pana la stabilizarea valorii absorbantei la 0,700 £ 0,020 unitati la lungimea de unda
de 734 nm.

Pentru analiza s-au utilizat 0,3 ml extract bacterian si 2,7 ml solutie ABTS. Reactia de
reducere a decurs la temperatura camerei timp de 6 minute, iar procentul de inhibitie s-a calculat

conform formulei:

% inhibitie =(Absi=o - AbSt=g min)/AbS= * 100, (2.1)
unde: Absio min €ste valoarea absorbantei de 0,700 =+ 0,020 la 734 nm a solutiei ABTS, iar

ADSi=6 min este valoarea absorbantei dupa incubare.

Valoarea indicelui TEAC s-a exprimat in pM trolox/mg biomasa si s-a calculat utilizand

curba de calibrare pentru trolox.

2.2.5. Testul de determinare a dialdehidei malonice

Acest test permite de a monitoriza nivelul de peroxidare a lipidelor in mod indirect, prin
determinarea cantitatii produsului peroxidarii acestora — dialdehidei malonice (DAM). Cantitatea
de DAM este determinatda in baza acumularii produsului de reactie al acesteia cu acidul
tiobarbituric.

La 100 mg biomasa s-a adaugat 1 ml acid tricloracetic de 20% si s-a mojarizat la rece.
Omogenatul s-a centrifugat timp de 5 minute la 12 000 g. Cate 0,4 ml supernatant s-au transferat
in 2 eprubete cu dop. In prima eprubeti s-au adaugat 0,4 ml acid tricloracetic de 20% — aceasta
eprubeti serveste in calitate de martor. In cealaltd eprubeti s-au adaugat 0,4 ml acid tiobarbituric

de 0,5%. Probele s-au supus incubdrii pe baia de apa la temperatura de 100°C timp de 30 minute,
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dupa care s-au racit la temperatura camerei. Masurarile s-au efectuat la spectrofotometru la
lungimea de unda de 532 nm si la 600 nm pentru corectarea absorbantei nespecifice.
Pentru efectuarea calculelor cantitatii de DAM s-a aplicat coeficientul de extinctie

e=155 mM™cm™. Formula de calcul este urmitoarea:

C=(AE/155)-X-V)/m, (2.2)
unde: C— concentratia de DAM in mM/g substanta uscata; AE — diferenta de densitate optica la
532 si 600 nm; 155 — coeficientul de extinctie (vezi mai sus); X — dilutia probei; V — volumul de

extract, masa uscata.

2.2.6. Metoda de determinare a activitatii lactat dehidrogenazei eliberate

Efectul antifungic a preparatelor testate a fost apreciat si dupd activitatea lactat
dehidrogenazei (LDH). Eliberarea acestei enzime citoplasmatice care denotd instabilitatea
peretelui si membranei celulare, a fost determinata aplicand procedura descrisa de Arokiyaraj si
coautorii cu aplicare la tulpinile de fungi filamentosi [14]. In linii generale determinarea s-a
realizat in modul urmator: tulpinile mentionate au fost crescute submers pe mediu Sabouraud
standard. La trecerea fungilor in faza stationara a ciclului vital biomasa a fost separatd de mediul
nutritiv, spalatd si resuspendatd in apd purificatd, la care in variantele experimentale au fost
adaugate extracte vegetale sau compusi coordinativi. Incubarea s-a realizat la temperatura
camerei timp de 4 ore. Cate 100 uL de supernatant al fiecarei culturi control si celor tratate cu
extractele vegetale si compusii coordinativi au fost adaugate la amestecul de reactie ce continea
0,5 ml de piruvat de 100 mM, 5 mg NADH in 20 ml solutie tampon de fosfat de potasiu de 500
mM cu pH 7.5. Absorbanta (A) a fost cititd timp de 5 min la intervale de 30 sec la lungimea de
unda de 340 nm la spectrofotometru UV-VIS PG Instrument T-80. Activitatea LDH in unitati
internationale (U/L), care exprima cantitatea de enzima ce reduce 1 uM de NAD per minut, a

fost calculata conform formulei:

AA
U . % TV x 1000
—= Xmm *xd xex 5V
L d (2.3)
unde: AA/min reprezintd modificarea relativa a absorbantei la 340 nm, TV este volumul total de
reactie, 1000 este coeficientul de trecere de la U/ml la U/L, d este calea fluxului luminos in cm,

€ reprezinta coeficientul molar de extinctie, iar SV este volumul probei in ml [124].
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2.2.7. Metoda de determinare a activitatii superoxiddismutazei

Activitatea superoxid dismutazei (SOD) a fost determinatd cu utilizarea kitului comercial
RANSOD (RANDOX®LABORATORIES, Crumlin, UK) conform protocolului oferit de
producator. Esenta metodei constd in utilizarea xantinei si xantin oxidazei (XOD) pentru a
genera radicali superoxid care reactioneaza cu clorura de 2- (4-iodofenil) -3- (4-nitrofenol) -5-
feniltetrazolium (INT) pentru a forma un colorant rosu - formazanul. Activitatea superoxid
dismutazei este masurata prin gradul de inhibare a acestei reactii. O unitate de SOD este nivelul

de activitate suficient pentru a produce o inhibare de 50% a ratei de reducere a INT in conditiile

testului.
XO0D
Xantina — Acid uric + 0; (2.4)
0*
INT 5 Colorant Formazan (2.5)
sau
SoD
0,+ 0,+2H* — 0, + H,0, (2.6)

Extractele celulare sunt diluate cu tampon fosfat pH 7,0 de 0,01 mol / 1, astfel incat
procentul de inhibitie sa fie intre 30% si 60%. Factorul de dilutie pentru extractele fungice este
de 200.

La 60 pl proba diluatd s-au adaugat 2 ml substrat (0,05 mmol/l de Xantina, 0,025 mmol/l
INT in tampon (CAPS — 40 mmol/l, pH 10,2 + EDTA 0,94 mmol/l). S-a amestecat bine si s-au
adaugat 300 pl XOD (80 U/l). Proba standard s-a preparat la fel, doar cd in loc de extract s-au
pus 60 pl de standard. De asemenea, dupa aceiasi schema s-a preparat si diluantul de proba S;
(tamponul fosfat de 0,01 mmol si pH 7,0) care s-a addugat in cantitate de 60 pl, apoi ceilalti
componenti ca si in probad si standard. Masurarea absorbantei s-a facut peste 30 min. de la
adaugarea standardului (A;) apoi peste 3 minute de la prima masurare (A;), contra aerului la
temperatura de 37°C, in cuvi cu calea opticd de 1 cm, la lungimea de undi de 505 nm. Calculul
s-a efectuat in baza unei curbe de calibrare cu utilizarea standardului (SOD) inclus in kit.

Pentru fiecare proba, standard si diluantul de proba s-a calculat diferenta de absorbanta la
3 min.:

AZ_

2% = A/min 2.7)
% de inhibitie s-a calculat pentru standard si probe conform formulelor:
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% Inhibitie (standard) = 100 — W (2.8)
—4AS1/min

% Inhibitie (proba) = 100 — (_A(Prj/minx ?00) (2.9)
—4S1/min

in baza % de inhibitie calculat si a curbei de calibrare s-a facut trecerea la unitati SOD.

2.2.1. Metoda de determinare a activitatii glutation peroxidazei

Activitatea glutation peroxidazei a fost determinata cu utilizarea kitului comercial
RANSEL (RANDOX®LABORATORIES, Crumlin, UK) conform protocolului oferit de
producétor.

Metoda se bazeazda pe faptul, cd glutation peroxidaza (GPX) -catalizeazd oxidarea
glutationului (GSH) de citre hidroperoxidul de cumen. In prezenta glutation reductazei (GR) si
NADPH glutationul oxydat (GSSG) este convertit imediat in forma redusa, iar concomitemt are
loc oxidarea NADPH in NADP®. Sciderea absorbantei la 340 nm indica activitatea glutation

reductazei. Principiul reactiei poate fi exprimat prin ecuatiile:

GPX
2GSH + ROOH — ROH + GSSG + H,0 (2.10)
GR
GSSG + NADPH + H* 55 NADP* 2GSH (2.11)

Proba s-a pregatit in modul urmator: la 0,05 ml extract s-a adaugat 1 ml agent de diluare.
S-a incubat timp de 5 minute dupa care s-a adaugat 1 ml de reagent Drabkin dublu concentrat
(fosfat de potasiu de 104 mmol/l, ferricianurad de potasiu de 60,8 mmol/l si cianurd de potasiu de
78,8 mmol/l). Testul s-a realizat intr-un interval de timp de 20 minute din momemtul adaugarii
reagentului Drabkin. Pentru analiza la proba s-au adaugat 2,5 ml din reagentul 1 (glutation 4
mmol/l, glutation reductaza >0,5 U/l, NADH 0,34 mmol/l), apoi 0,1 ml hidroperoxid de cumen
de 0,18 mmol/Il. Proba martor s-a preparat la fel, cu exceptia, ca in loc de 0,05 ml proba s-au pus
0,05 ml apa distilata. La finele reactiei s-a Citit absorbanta la 340 nm in cuva cu calea optica de
1cm la temperatura de 37°C contra aerului initial, apoi peste un minut si peste 2 minute. Din
vaoarea absorbantei probei s-a scazut absorbanta probei blank.

Calculul activitatii GPX s-a facut in baza formulei:

U/1 GPX = 8412 x AA 340 nm/ min (2.12)
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2.2.2. Metoda de determinare a activitatii catalazei

Activitatea catalazei a fost determinata cu utilizarea kitului comercial Catalase Assay Kit
(Sigma-Aldrich, St.Louis, USA) conform protocolului oferit de producator.

Enzima catalaza (CT) catalizeaza descompunerea peroxidului de hidrogen (H20,) in apa si
oxigen. Peroxidul de hidrogen este format in celula eucariota ca un produs secundar al activitatii
diferitelor oxidaze si a superoxid dismutazei. Peroxidul de hidrogen este extrem de daunator
pentru celuld, iar acumularea acestei molecule reactive provoaca oxidarea componentelor
celulare, cum ar fi ADN-ul, proteinele si lipidele, ceea ce poate duce la moartea celulelor.
Inlaturarea H,0, din celula de catalazi oferd protectie impotriva daunelor oxidative in celula.
Kit-ul utilizat in aceastd cercetare asigura realizarea unui test colorimetric simplu si
reprezentativ, care permite cuantificarea activitatii catalazei in diferite substraturi biologice.

Testul colorimetric de determinare a activitdtii CT se bazeaza pe cuantificarea substratului
— Hy0; care rimédne in amestecul reactant dupd actiunea catalazei. In primul rand, catalaza
transforma peroxidul de hidrogen in apa si oxigen (calea catalaticd) si apoi aceastd reactie
enzimaticd este opritd cu azidd de sodiu. O parte alicotd din amestecul de reactie este apoi
analizat pentru a stabili cantitatea de apa oxigenatd ramasa. Pentru aceasta se aplicd o metoda
colorimetrica, bazata pe cuplarea oxidativd a unui fenol substituit (acidul 3,5-diclor-2-
hidroxibenzensulfonic), cu 4-aminoantipirina in prezenta peroxidului de hidrogen si peroxidazei
(RP) in rezultatul careia se obtine un colorant rosu quinonic (N- (4-antipiril) -3-clor-5-
sulfonatep-benzochinona-monoimind) cu maximul de absorbtie la 520 nm.

Activitatea catalazei se masoara la o concentratie de substrat non-saturata (H,O,), deoarece
nu este posibila o saturare a enzimei cu substratul la mai mult de 1 M. De asemenea, la o
concentratie de peste 100 mM H;0, are loc o inactivare rapida a catalazei de cétre substrat.
Concentratia de peroxid de hidrogen folosita in aceastd analiza (50 mM) furnizeaza un semnal
masurabil, dar nu produce inactivarea enzimei.

Reactia se efectueaza la temperatura camerei (~ 25 ° C). Se lasa solutia tampon (tampon
fosfat, 500 mmol, pH 7,0), solutia de substrat (200 mM H;0,) si reactivul de culoare sa se
echilibreze la temperatura camerei.

Pentru realizarea testului s-au luat 25 pl extract de analizat la care s-au adaugat 50 pl
solutie tampon. Pentru a porni reactia s-au adaugat 25 pl solutie substrat si 900 ul solutie de
stopare a reactiei si din nou s-a mixat. Proba martor nu a avut extract, volumul solutiei tampon
fiind de 75 pl. S-a mixat prin inversare si s-a lasat la incubare timp de 5 min. 10 pl din amestec
s-au pus intr-un tub Ependorf peste care s-a turnat 1 ml solutie reagent de culoare. S-a mixat prin

inversie. Procedura s-a efectuat pe durata a cel mult 15 minute din momentul stoparii reactiei.
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Tuburile s-au lasat apoi, la temperatura camerei pentru aparitia culorii, dupa care s-a masurat
absorbanta la lungimea de unda de 520 nm.

Calculul s-a facut cu utilizarea curbei de calibrare care s-a construit pentru fiecare
procedurd de determinare. In baza curbei s-a stabilit cantitatea de H,O, (umol) care a ramas in
amestecul de reactie — in martor si in proba si s-a facut diferenta dintre ele.

Activitatea catalazei se calculeaza conform formulei:

Apmol(H,05)xdx100
Vxt

M
A(CT)u% = (2.13)
unde: Aumol (H0,) — diferenta dintre cantitatea de H,O, in martor si proba; d — dilutia
probei de analizat; t - durata reactiei enzimatice, min; V — volumul probei (in cazul nostru
25ul); 100 — dilutia alicotei din amestecul de reactie (10 pl din 1 ml).
Unitatea de activitate a catalazei exprima cantitatea de catalaza care descompune 1umol de
peroxid de hidrogen in oxigen si apa intr-un minut la pH 7,0 la temperatura camerei si la o

concentratie a substratului de 50 mM de peroxid de hidrogen.

2.2.10. Analiza statistica a datelor

Toate rezultatele experimentale obtinute au fost supuse analizei statistice uzuale cu
aplicarea instrumentelor statisticii descriptive (calculul mediilor aritmetice, abaterii standarde,
coeficientului de variatie si limitelor fiduciale), statisticii inferentiale (testele de valabilitate si
testele de semnificatie) si analizei dispersionale (monofactorial). Calculul indicatorilor statistici a

testul Student.

2.3. Concluzii la capitolul 2
1. In calitate de obiecte de studiu in aceasta lucrare au fost utilizate culturi tip de referinta ale
fungilor miceliali dermatofiti din Colectia Americand de Culturi Tip, tulpini de fungi
miceliali din Colectia Nationalda de Microorganisme Nepatogene, izolate naturale si o
tulpind de referinta de fungi levuriformi, care au permis de a evidentia activitatea
antifungica a compusilor chimici noi si a remediilor de origine naturald atit asupra
agentilor cauzali ai micozelor superficiale, cit si a micozelor sistemice. Utilizarea
tulpinilor de fungi izolate din site-uri naturale locale ofera rezultatelor 0 valoare practica

mai pronuntata in aspect geografic zonal.
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2. In calitate de inhibitori ai cresterii si dezvoltarii fungilor patogeni si oportunist patogeni
au fost testati numerosi compusi coordinativi cu tiosemicarbazone substituite, sintetizati
de cercetatorii din Republica Moldova sub conducerea academicianului A. Gulea; extracte
din materie vegetala locala — frunze, pericarp si endocarp de nuc (Juglans regia), extracte
din diferite tipuri de biomasa cianobacteriana.

3. Metodele de evaluare a efectului antifungic ,,in vitro” a compusilor chimici noi si a
remediilor de origine biologicd asupra fungilor sunt orientate spre obtinerea unor date
calitative, care permit realizarea screeningului rapid, dar si a unor date cantitative, care
permit aprecierea nivelului de activitate a remediilor selectate si de fezabilitate a
continudrii studiului lor detaliat.

4. Metodele de cuantificare a parametrilor biochimici ai biomasei fungice sunt orientate spre

elucidarea mecanismelor de actiune antifungica a remediilor testate in aceasta lucrare.
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3. INFLUENTA EXTRACTELOR VEGETALE SI COMPUSILOR COORDINATIVI
ASUPRA VIABILITATII TULPINILOR DE FUNGI

Cercetarile iIn domeniul studiului agentilor cauzali ai micozelor, in special a celor invazive,
a preparatelor eficiente pentru tratarea micozelor si strategiilor de tratament aplicate au marcat o
inviorare simtitoare in ultimele doud decenii. Tratamentul infectiilor fungice s-a imbunatatit
semnificativ in ultimii cativa ani. Au fost autorizati pentru utilizare noi agenti antifungici, iar
indicatiile pentru utilizarea celor existenti au fost modificate substantial. Introducerea a unor noi
preparate din clasele echinocandinelor si azolelor, utilizarea tot mai raspandita a formularilor
lipidice ale amfotericinei B au creat premise pentru terapii mai sigure si mai eficiente in cazul
infectiilor fungice severe, in special la pacientii cu imunodepresie [17, 22, 60, 84, 130, 145].
Bazele stiintifice ale terapiei antifungice au fost imbunatatite cu studii noi in domeniul
farmacodinamicii si farmacocineticii acestor medicamente. Cu toate acestea, evolutiile pozitive
au fost temperate de cresterea rezistentei agentilor cauzali la mai multe clase de medicamente
antifungice. Recent au fost descoperite multiple forme de fungi patogeni, pentru care
multirezistenta la agentii antifungici este o capacitate inerentd fixata la nivel genetic [148].
Modul natural de crestere a multora dintre fungii patogeni, cu formare de biofilmuri este si el un
mecanism de rezistentd foarte specific. Un fenomen practic obisnuit a devenit rezistenta la
fluconazol, care este unul din preparatele aplicate pentru tratamentul candidozelor la bolnavii cu
SIDA [140, 157]. Au fost raportate si multiple dovezi ale rezistentei fata de agentii antifungici
recent introdusi - echinocandinele [21, 151].

Astfel, descoperirea de noi substante cu proprietati antifungice rdmane a fi una dintre cele
mai importante sarcini in acest domeniu. In comparatie cu dezvoltarea de noi substante cu efecte
antimicrobiene, problema elabordrii preparatelor antifungice este complicatd prin trei
impedimente majore. Primul constd in similaritatea mult mai mare a celulelor patogenului cu
cele ale gazdei atacate. Astfel, multe procese biologice si biochimice fundamentale sunt identice
la om si fungi, si prin urmare, multe molecule mici, care sunt toxice pentru fungi, prezinta
toxicitate si pentru om. De fapt aceasta este problema stiintificd majord, care compromite
succesul 1n special in ceea ce tine de elaborarea noilor compusi sintetici cu efecte nocive asupra
fungilor patogeni. Cea de-a doua provocare este determinata de dificultatile care apar la nivel de
proiectare a studiului clinic, ceea ce complica dezvoltarea de noi preparate antifungice. Cea de-a
treia problema este de ordin economic si procedural si tine de costurile nalte implicate in
elaborarea de noi medicamente, dar si de reglementarile legale, care sunt comune pentru procesul

de elaborare a tuturor preparatelor antibiotice in general [33, 147, 150, 192].
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Conform opiniei cercetatorilor si medicilor practicieni, in prezent nici unul dintre agentii
antifungici existenti nu imbina toate caracteristicile unui agent ideal [188]. Prin urmare,
dezvoltarea unor medicamente antifungice mai eficiente si sigure este o prioritate de top in

cercetare.

3.1. Actualitatea si argumentarea cercetarii

Natura compusilor cu potentiale efecte antifungice este extrem de variatd. Acestia pot fi
atat din categoria compusilor sintetici, cat si a celor naturali. Prin aceasta se explica duversitatea
studiilor, care sunt orientate spre descoperirea de noi preparate cu activitate fungistatica si
fungicida.

Compusii coordinativi cu diferiti liganzi sunt recunoscuti tot mai mult in calitate de
substante cu activitate biologica Tnaltd, inclusiv asupra liniilor de celule canceroase. Acestia s-au
recomandat 1n calitate de stimulatori sau inhibitori ai proceselor metabolice la diferite tipuri de
celule. Printre efectele observate ale compusilor coordinativi este si cel antimicrobian si
antifungic [4, 10, 47, 62, 65, 68-71, 89].

Atat natura ligandului, cat si cea a atomului central sunt importante Tn manifestarea
efectelor biologice ale compusilor noi, dar de cele mai multe ori efectul acestora este determinat
de structura finala. Vom prezenta in continuare mai multe exemple concrete de compusi noi cu
activitate antifungica fatd de tulpini de colectie si izolate clinice ale fungilor patogeni si
oportunist  patogeni. Astfel, compusii cu structura [Sn(C4Hg)3(OOCCsH;SO3H-2)],
Sn(C4Hg)3{OOC(CH,)3P(CsHs)3}]1Br,  [Sn(CeHs)3[OOC(CH,)sN(CH3)3}]Cl au  demonstrat
activitate antifungica fata de multiple isolate clinice ale fungilor din genul Candida si a celor
filamentosi. Concentratiile minime inhibitoare determinate in cadrul testelor in vitro se inscriu in
limitele de 0,25-4,68 pg/ml. Concentratiile minime fungicide ale compusilor numiti pentru
izolatele de candida sunt intre 2,34 si 9,37 pg/ml, iar pentru cele ale fungilor filamentosi aceste
limite sunt mai inalte — 18,74 — 50,00 pug/ml [47].

O serie de compusi noi derivati organotin (IV) ai bis(pirimidin-2-iltio)metanului,
bis(pirimidin-2-iltio)etanului si bis(pirimidin-2-iyltio)hexanului au fost testati contra a mai
multor fungi oportunist patogeni prezenti in sol si pe masele vegetale. O activitate antifungica
mai Tnaltd a fost demonstratd pentru derivatii trifenil (IV) 5-coordinati, fungii fiind deosebit de
susceptibili fatd de caracterul acid al precursorului de sinteza — organotin (IV) [10].

Compusii coordinativi noi ai metalelor de tranzitie Cu(Il), Co(II), Ni(II) si Zn(II) cu bazele
Schiff, isooxazol-3-il aminele si salicilaldehidele pe langa efectele antibacteriene inalte au

manifestat efecte accentuate in calitate de inhibitori ai cresterii fungilor Aspergillus niger si
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Cladosporium oxysporum [89]. In special se evidentiazd compusii coordinativi care contin in
componenta lor cuprul. Aceasta proprietate a compusilor cu cupru a fost mentionata si de grupul
de cercetatori condusi de academicianul A.Gulea, care a demonstrat, cd compusii cu acetat de
cupru () si 2-{[2-(2-hidroxietilamino) etilamino]metil } fenolul substituit, chelatii de cupru (II)
ce contin imidazol si produsele condensarii a— aminoacizilor cu aldehida salicilica si derivatii ei,
compusii de cupru(Il) cu 2-formiilpiridine 4 - (dimetilfenil) tiosemicarbazonele manifesta
activitate antifungica fata de Candida albicans [68-71]. Complecsii metalelor de tranzitie cu
tiosemicarbazonele, la care se refera si cei mentionati mai sus prezintd o enorma varietate de
structuri si functii biologice. Printre aceste efecte mentionam si efectul antifungic, in special fata
de anumite tulpini de Candida albicans [122, 136]. Din compusii chimici care contin in
componenta lor fragmentul tiosemicarbazonic si care inhiba cresterea si multiplicarea fungilor
din genul Candida, cel mai inalt efect a fost obtinut in cazul metil-N -[(2-hidroxinaftalen-1-
il)metiliden]-N-prop-2-en-1- ilhidrazonotioatului. Dupa activitatea antimicotica fata de Candida
albicans acest compus depaseste de 110-115 ori caracteristicile respective ale nistatinei, care este
utilizata Tn medicina pentru tratarea si profilaxia micozelor [2, 62].

Astfel, compusii coordinativi ai metalelor de tranzitie (in special cupru, cobalt) cu
tiosemicarbazone substituite sunt binevenite 1n studiile de depistare a noilor compusi de
perspectiva pentru utilizare 1n calitate de substante cu efecte antifungice.

Cu toate cd succesele chimiei in elaborarea preparatelor medicamentoase sunt
incontestabile, medicamentele de origine vegetald sunt totusi cele mai fiabile si mai eficiente.
Utilizarea plantelor superioare si produselor din ele pentru tratarea bolilor infectioase si
neinfectioase constituie unele dintre cele mai vechi practici terapeutice si unica posibilitate
disponibild in trecut [190]. Produsele naturale, in special extractele vegetale sunt cunoscute
pentru efectele biologice pe care le posedd, inclusiv, activitatea antifungicd a unora dintre
acestea. Dintre metabolitii plantelor sunt cunoscute de secole uleiurile eterice, care pe langa
multiple beneficii pentru sdndtatea omului mai poseda si activitate antifungicd fatd de fungii
patogeni, in special — dermatofiti. O recunoastere binemeritatd o au diferite produse obtinute din
tesuturile nucului (Juglans). Multe specii de Juglandaceae au fost utilizate in mod traditional de
catre diferite popoare pentru tratarea mai multor boli. Decoctul din Juglans insularis este utilizat
de secole in bai pentru tratarea bolilor de piele la copii. Pericarpul verde, fructul, scoarta de
copac si frunzele de nuc se utilizeaza in produsele cosmetice si farmaceutice [190]. Frunzele si
pericarpul de J. regia se utilizeaza in medicina traditionala si farmacologie ca produse cu efecte

terapeutice demonstrate si confirmate stiintific: anti-helmintic, astringent, antifungic,
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hipoglicemiant, antidiareic si mai recent, sedativ si antiproliferativ [30, 75, 76, 139, 152, 170].
Cele mai aplicate forme de produse din nuc sunt extractele hidrice si cele in diferiti solventi.

Astfel, extractele hidrice din fructele mai multor soiuri de nuc poseda o eficacitate
antimicotica fatd de tulpina levuriforma C. albicans CECT 1394 [127]. De asemenea extractele
in metanol, acetat de etil si acetona din pericarpul si endocarpul fructelor de nuc se
caracterizeaza prin activitate antifungica impotriva multor tulpini de Candida ssp. izolate din
cavitatea orald a bolnavilor de candidoza [113]. Printre componentele care asigura aceste efecte
sunt mentionati acizii fenolici, flavonoidele, naftochinonele, juglona s.a. [77, 114]. Extractele
metanolice, in etil acetat, alcaloizii si fractia metanolica hidrolizata din frunzele de nuc sunt
active contra izolatelor candidozice, iar modelul de rezistentd fatd de acestea este diferit de cel
care se formeazd fatd de alte medicamente antimicotice [169]. Extractele etanolice si
cloroformice au efect antifungic asupra a mai multor dermatofiti, de exemplu asupra
Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes si Trichophyton rubrum. Efectul pozitiv este
atribuit juglonei, care este prezenta in extractele mentionate [77].

In ultimul timp, printre sursele naturale de compusi cu activitate anticancerigena,
antivirald, antimicrobiand i antimicoticd sunt studiate diferite grupuri taxonomice de
cianobacterii - procariote fotosintetice ce populeaza diferite habitate. Cianobacteriile produc o
gama largd de compusi antifungici, care apartin claselor structurale, cum ar fi peptidele,
polichetidele si alcaloizii. In prezent exista numeroase studii, care au evidentiat compusii extrasi
din biomasa diferitor tulpini de cianobacterii responsabili pentru efectele antifungice. Din
biomasa de Anabaena sp. HAN21/1, Anabaena cylindrica PH133, Nostoc sp. HAN11/1 si
Scytonema sp. HAN3/2 a fost izolatd si descrisda o substantd din grupul macrolidelor —
scitoficina, care manifesta activitate antifungica fatd de Candida albicans si Aspergillus flavus.
Din Anabaena spp. BIR JV1, Anabaena spp. HAN 7/1 si Nostoc spp. CENA 219 a fost obtinut
un compus glicolipopeptidic — hassallidina, care de asemenea are activitate antifungica
pronuntata [87, 156]. Printre substantele cu efecte antifungice detectate in extractele
cianobacteriene, au fost identificati urmatorii compusi: aufischerellina A, hapalindola,
balticidina, carazostatina, fitoalexina, tolitoxina, scitofiycina, toiocamicina, tjipanazola,
nostociclamida, nostodiona si nostofungicidina [8, 26, 179].

Extractele hidrice din biomasa de mai multe tulpini de Nostoc commune si Spirulina
platensis sunt active contra Aspergillus flavus, activitatea acestora fiind determinata in mare
masura si de conditiile In care a fost obtinutd biomasa. Modificarea continutului de azot n mediu
este un factor care determind activitatea antifungica a extractelor din aceste doud specii [153].

Din Nostoc insulare au fost extrasi si caracterizati doi metaboliti: norharman (9H-pirido(3,4-
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b)indol) si 4,4'-dihidroxibifenil, care au manifestat activitate antifungica fata de tulpina Candida
albicans ATCC 10231 in concentratii de la 32 la 40 pg/ml [180]. Dintre metabolitii citotoxici
din diferite specii de Nostoc, multi poseda activitate antifungica. La astfel de substante se refera,
de exemplu, nostociclofanele si boroficina [141].

Extractele de diferitd naturd din biomasa de spirulind manifestd un anumit nivel de
activitate fatd de diferite tulpini de fungi. Astfel, fractiile de terpenoizi si steroli extrase din
biomasa de Spirulina platensis au demonstrat activitate antifungica fatd de Candida albicans
[174]. Eficienta extractelor din Spirulina platensis a fost demostrata si fatd de fungii Aspergillus
fumigatus si Aspergillus niger. in special extractele in metanol din biomasa de spirulind sunt
eficiente contra speciilor de fungi filamentosi indicate mai sus, dar si asupra speciei levuriforme
Candida albicans [90].

Extractele in solventi organici din biomasa de Spirulina platensis, principalii componenti
activi ai carora sunt compusii fenolici, poseda actiune antifungica fata de Aspergillus flavus si
Aspergillus niger [106, 134]. Si extractele hidrice purificate si concentrate din spirulind au
manifestat activitate antifungica fata de Penicillium oxalicum si Fusarium solani [18]. Se
considerd, cd mecanismele de actiune a extractelor din spirulind asupra fungilor filamentosi sunt
bazate pe inhibarea sintezei ergosterolului, glucozaminei si proteinelor.

Astfel, in prezent exista suficiente dovezi, care confirma faptul, ca cautarea de noi compusi
cu actiune antifungica trebuie sd acopere cit mai multe grupuri de substante — atat de sinteza
chimica, cat si naturale. O asemenea abordare permite selectarea unor noi remedii cu activitate
inalta si cu multiple mecanisme de actiune asupra celulelor de fungi, ceea ce este o garantie a

succesului in cercetarile contemporane.

3.2. Actiunea antifunfica a compusilor coordinativi noi cu tiosemicarbazone substituite

Compusii coordinativi care contin tiosemicarbazone sunt de perspectiva datorita faptului,
ca au efect combinat cét asupra bacteriilor patogene, atét si asupra fungilor patogeni si facultativi
patogeni. Am considerat oportun de a realiza un studiu care sa evidentieze particularitatile de
actiune a unor compusi de acest tip asupra unor agenti cauzali ai micozelor.

In procesul de screening initial au fost inclusi 73 compusi coordinativi noi, dintre care in
lucrare sunt inclusi 22, pentru care au fost evidentiate efectele asteptate. 18 dintre acestia sunt
compusi coordinativi ai cuprului (II) cu tiosemicarbazone substituite, inclusiv 8 care contin
suplimentar si sulfanilamide, inclusi cu codurile RGTM 52-61 (vezi cap.2, tabelul 2.1). De
asemenea, au mai fost testati si 4 compusi care difera de cei 18 — o diamina aromatica (RGTM

64), un compus coordinativ al cobaltului cu 4-metiltiosemicarbazona 2-formilpiridinei (RGTM
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37), un compus care este precursorul de sintezd pentru ceilalti compusi studiati - 4-
feniltiosemicarbazona  acidului ~ piruvic (RGTM  85) si  compusul  N-(2,4-
dimetilfenil)tiosemicarbazonei 2-hidroxibenzaldehidei (BREV 1), care nu contine metal [3].

La prima etapd de cercetare a fost realizat screening-ul substantelor chimice noi (22
compusi nominalizati mai sus) asupra celor 10 tulpini de fungi — obiecte de cercetare in cadrul
acestei lucrari. In calitate de metoda reprezentativa la aceasti etapd a fost utilizati metoda
difuziei in geloza. Toate substantele incluse in cercetare au fost standardizate la concentratia de
10 mg/ml. In calitate de martor pozitiv in studiul dat au fost utilizati itraconazolul, ketoconazolul
si clorhidratul de naftifind (exoderilul). Pentru studiu au fost preparate discuri care contineau 1
mg substanti activi. In domeniul dat de concentratic fungii filamentosi nu au prezentat
sensibilitate fata de substantele chimice noi, si doar tulpina levuriforma Candida albicans
ATCC®10231™ a prezentat interes In acest sens. Astfel, actiunea celor 22 compusi a dus la
aparitia zonelor de inhibitie a cresterii drojdiei pe mediul Sabouraud cu gelozd. Rezultatele
obtinute sunt prezentate in figura 3.1.

Martorii pozitivi utilizati in acest studiu au avut actiune diferitd asupra tulpinii de fungi
levuriformi. Cel mai pronuntat efect antifungic 1-a avut ketoconazolul, care a provocat aparitia
celei mai vaste zone de inhibitie, comparativ cu itraconazolul si cu clorhidratul de naftifina.
Patru dintre noii compusi testati difera nesemnificativ din punct de vedere statistic de cel mai
activ martor pozitiv - ketoconazolul. Trei dintre acestia sunt compusi cu continut de cupru (II) si
tiosemicarbazonele substituite (RGTM 55, 64, 83) si compusul N-(2,4-dimetilfenil) tiosemi-
carbazonei 2-hidroxibenzaldehidei (un compus organic cu tiosemibarbazona si farda continut de
metale). Comparativ cu itraconazolul o activitate comparabild sau mai naltd au avut-0 deja 9
dintre compusii noi selectati. Suplimentar la cele mentionate anterior, activitate inaltd antifungica
fata de Candida albicans ATCC®10231™ o au si compusii RGTM 51, 52, 56, 57 si 81.
Actiunea celorlalti compusi chimici noi a fost comparabild cu actiunea clorhidtatului de naftifina
— componenta activa a preparatului exoderil, care este cunoscut ca fiind un fungistatic fatd de
Candida, fara a provoca moartea celulelor.

Printre substantele care s-au manifestat ca antifungice fata de tulpina de Candida inclusa in
studiu se numara si precursorul de sinteza - 4-feniltiosemicarbazona acidului piruvic (compusul
RGTM 85), zona de inhibitie fiind de 14,9+1,2 mm, fara deosebire veridica din punct de vedere
statistic fatd de actiunea clorhidratului de naftifini. In acelasi timp, 11 dintre compusii
coordinativi noi (cei mai activi fiind compusii RGTM 55, 64, 83 si compusul BREV 1) sinteza

carora a pornit de la precursorul indicat au manifestat activitate antifungica fata de tulpina
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fungica veridic mai Tnaltd, decat substanta initiald [3]. Aceasta insufld optimism in ceea ce tine

de posibilitatea elaborarii unor compusi mai eficienti utilizand schema de sinteza deja aplicata.
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Fig. 3.1. Actiunea antifungica a compusilor chimici noi fata de tulpina de fungi levuriformi

Candida albicans ATCC®10231™ (CN —clorhidrat de naftifina)

Amina aromatica inclusd in cercetare a fost foarte activa fatd de Candida albicans
ATCC®10231™., Astfel, zona de inhibitie provocatd de actiunea acestei substante o depaseste
veridic (P<0,05) pe cea provocatd de actiunea itraconazolului si a clorhidtratului de naftifind si
nu prezintd diferente veridice fatd de zona de inhibitie provocatd de ketoconazol. Compusul
coordinativ In componenta cdruia intrd cobaltul (RGTM 37) a avut o actiune antifungica fata de
tulpina de fungi levuriformi foarte apropiata de actiunea itraconazolului si cea a clorhidratului de
naftifina, diametrul zonei de inhibitie fiind nesemnificativ diferita fatd de cele inregistrate pentru
cel doi martori pozitivi. Doar ketoconazolul este veridic mai activ decat acest compus (P<0,05
pentru diametrul zonei de inhibitie). De asemenea, nu putem afirma cd prezenta ori lipsa
sulfanilamidelor este un factor care sporeste activitatea antifungicd a compusilor noi. Astfel
printre compusii care contin acest ligand sunt prezente substante cu activitate mai inalta ca cea a
martorilor pozitivi, ct si substante veridic mai putin active fatd de acestia.

Cu toate acestea, combinatia unicd intre atomul central, tiosemicarbazone si sulfanilamine
prezentd in componenta compusilor mentionati asigurd in cele din urma o anumita activitate
biologica. Din acest punct de vedere este absolut clar, cd explorarea acestui domeniu de sinteza
chimica este de perspectiva pentru descoperirea de noi compusi chimici cu efecte antifungice.
Mai mult ca atat, toxicitatea compusilor chimici de tipul celor evidentiati fatd de celulele gazdei
este destul de joasa, comparativ cu toxicitatea martorilor pozitivi utilizati. De exemplu, pentru

tiosemicarbazonele, care sunt parte componenta a compusilor selectati in studiu doza semiletala
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(LDsp) este de peste 3,0 g per kg de masa corporald, in timp ce pentru ketoconazol aceasta
valoare este de 166 mg per kg, pentru itraconazol — de 300 mg per kg si 1 g per kg pentru
clorhidratul de naftifind. Astfel, si din punct de vedere al sigurantei, noile substante prezinta

interes pentru cercetarea ulterioara.

3.3. Extractele din diferite tesuturi de Juglans regia in calitate de remedii antifungice

Studiul bibliografic realizat ne-a permis sa concluzionam, ca extractele din frunzele mature
de nuc (in diferiti solventi) posedd activitate biologica, inclusiv antifungica. O altd sursa de
substante cu efecte nocive asupra fungilor patogeni este pericarpul de nuca verde si endocarpul
lemnos. Printre solventii care permit obtinerea extractelor cu activitate biologica Tnaltd sunt
etanolul, metanolul, etil acetatul si acetona. In continuare sunt prezentate rezultatele testarii
acestor patru tipuri de extracte din frunze, pericarp si endocarp de nuca in calitate de remedii
antifungice fata de cele 10 tulpini de fungi filamentosi si levuriformi luate in cercetare.

Extractele din frunze de nuc, din pericarp si endocarp au fost luate in cantitate de 1 mg
substantd uscatd pe disc. In calitate de martori pozitivi au fost utilizate aceleasi preparate de
referinta ca si in subcapitolul precedent (itraconazolul, ketoconazolul si clorhidratul de naftifina).
Extractele din tesuturile de nuc au manifestat activitate antifungica diferitd asupra tulpinilor de
fungi. Rezultatele obtinute pentru tulpina Candida albicans ATCC®10231™ sunt prezentate in
figura 3.2.

Extractele etanolice, metanolice, 1n etil acetat si in acetond din frunze mature de nuc au
fost cele mai active si au manifestat efect de inhibitie a cresterii fata de tulpina Candida albicans
ATCC®10231™., Extractul etanolic din frunze provoacd aparitia unei zone de inhibitie cu
diametrul de 13,6 mm, ceea ce constituie 72,7 % din valoarea obtinuta pentru itraconazol, 58,9
% fata de ketokonazol si 82,9% fatd de clorhidratul de naftifind. Extractul metanolic din frunze
este putin mai activ, diametrul zonei de inhibitie fiind de 14,8 mm, ceea ce constituie 79,1 % din
valoarea obtinutd pentru itraconazol, 64,1 % fata de ketokonazol si 90,2% fata de clorhidratul de
naftifina. Extractul in acetona are cea mai micd valoare de activitate antifuntica, diametrul zonei
de inhibitie fiind de 11,8 mm (62,0 % din valoarea obtinuta pentru itraconazol, 50,2 % fata de
ketokonazol si 70,7% fata de clorhidratul de naftifind). Extractul in etil acetat din frunzele de
nuc a fost mai activ decat itraconazolul, provocand o zona de inhibitie mai vasta cu 35,3% si fata
de clorhidrat de naftifinda — cu o crestere de 54,3%. Diferenta fatd de ketoconazol este statistic
neveridica. Extractele din pericarp sunt urmatoarele dupa activitatea antifungica fata de Candida.
Diametrul zonei de inhibitie a cresterii in dependenta de solvent, este de 9,0 -14,2 mm, ceea ce

este mai jos comparativ cu toti martorii pozitivi utilizati. Dintre extractele obtinute din pericarpul
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verde de nuca cel mai activ antifungic fata de candida a fost extractul in etil acetat, dar si in cazul
lui diametrul zonei de inhibitie a constituit 75,9% fatd de itraconazol, 61,5% fatd de
ketoconazol si 86,6% fata de clorhidtatul de naftifina. Cea mai joasd activitate antifungica fata de
tulpina Candida albicans ATCC®10231™ a fost cea a extractelor din endocarpul lemnos. Cea
mai pronuntatd zond de inhibitie a fost inregistratd sub actiunea extractului in etil acetat, dar

dimensiunile ei au fost cu mult sub valorile obtinute pentru martorii pozitivi [117].
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Fig.3.2. Actiunea antifungica a extractelor din frunze, pericarp si endocarp de nuca fata de

tulpina Candida albicans ATCC®10231™

Astfel, fata de tulpina Candida albicans ATCC®10231™ activitate antifungica importanta
a manifestat extractul in etil acetat din frunzele mature de nuc, zonele de inhibitie depasind cu
34,3% valorile obtinute pentru itraconazol, cu 54,3 — pe cele obtinute pentru clorhidtatul de
naftifind si fiind la acelasi nivel cu ketokonazolul.

Aceleasi extracte au fost testate si fata de tulpinile de Trichophyton (Trichophyton rubrum
ATCC®28188™,  Trichophyton  mentagrophytes ATCC®9533™) i Microsporum
(Microsporum canis ATCC®36299™, Microsporum gypseum ATCC®24102™), Extractele din
endocarpul lemnos nu au avut activitate antifungica fatd de nici una dintre tulpinile de referinta
ale fungilor filamentosi. Ca si in cazul candidei activitate antifungicd au avut extractele din
frunze mature, valori inalte au fost obtinute pentru extractele in etil acetat si etanol (vezi Figura
3.3.). Fata de tulpinile Trichophyton rubrum ATCC®28188™, Trichophyton mentagrophytes
ATCC®9533™ o activitate antifungicad semnificativ mai inaltd (P<0,05) a fost inregistrata
pentru extractele in etil acetat din frunze comparativ cu cel in etanol. In cazul tulpinii

Trichophyton rubrum ATCC®28188™ extractul in etil acetat din frunze mature a avut o actiune
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antifungica la acelasi nivel cu itraconazolul si ketoconazolul, si doar fata de clorhidratul de
naftifind aceastd activitate a fost semnificativ mai joasd. Si mai elocvente au fost rezultatele
obtinute fata de tulpina Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™, fata de care activitatea
antifungicd a fost semnificativ mai nalta - cu 23,8% fatd de itraconazol si cu 30,5% fata de
ketoconazol. Valori similare de inhibitie a cresterii fungilor Trichophyton mentagrophytes
ATCC®9533™ au fost inregistrate la actiunea extractului in etil acetat din frunze mature si a

clorhidratului de naftifina.
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Fig. 3.3. Actiunea antifungica a extractelor din frunze si pericarp verde de nuca fata de tulpinile

de fungi dermatofiti

Activitatea antifungica fata de tulpina Microsporum canis ATCC®36299™ a fost
semnificativ mai inalta in cazul extractului etanolic din frunze de nuc, acest extract fiind mai
activ comparativ cu ketoconazolul (P<0,05), si nu se deosebeste semnificativ din punct de vedere
statistic de activitatea itraconazolului si a clorhidratului de naftifind asupra acestei tulpini.
Microsporum gypseum ATCC®24102™ a manifestat acelasi nivel de sensibilitate fata de
extractele din frunze de nuc in etanol si etil acetat ca si fata de itraconazol si ketoconazol.
Extractele din pericarpul verde de nuca au fost mai putin active fatd de cele patru tulpini de
dermetofiti filamantosi. In cazul tulpinii Trichophyton rubrum ATCC®28188™ actiunea acestor
extracte a dus la aparitia unor zone de inhibitie semnificativ mai mici comparativ cu cele
provocate de actiunea martorilor pozitivi. Fata de tulpina Trichophyton mentagrophytes
ATCC®9533™ extractele din pericarp au avut activitate antifungica echivalentd cu cea a

itraconazolului si ketoconazolului si semnificativ mai joasa comparativ cu cea a clorhidratului de
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naftifina. Tulpinile de Micrococus de asemenea au manifestat grade diferite de sensibilitate fata
de extractele din pericarpul verde, dar actiunea martorilor pozitivi itraconazolul si clorhidratul de
naftifind a fost mai pronuntatd. Extractele din endocarpul lemnos de nucd in toti cei patru
solventi nu au avut efect de inhibare a cresterii dermatofitilor filamentosi, din care cauza nu sunt
incluse rezultatele respective In materialul ilustrativ. Fatd de tulpinile de fungi filamentosi
oportunist patogeni extractele din frunze, pericarpul verde si endocarpul lemnos de asemenea nu
au manifestat activitate antifungica.

Astfel, dintre extractele obtinute din diferite tesuturi de Juglans regia, extractul in etil
acetat din frunze mature a fost cel mai activ fatd de tulpinile de Trichophyton, iar extractul
etanolic din masa foliald a provocat aparitia celei mai extinse zone de inhibitie a cresterii tulpinii

de Microsporum canis ATCC®36299™,

3.4. Potentialul antifungic al extractelor cianobacteriene

In continuare au fost testate mai multe tipuri de extracte din biomasa cianobacteriilor
Arthrospira (Spirulina) platensis CNMN-CB-11 si Nostoc linckia CNM-CB-03. Argumentele
pentru utilizarea acestora in calitate de produse antifungice au fost urmatoarele. Cianofitele sunt
adaptate la diferite habitate - sol, ghetari, aer, mari, rauri, fiind componenta principalda a
fitoplanctonului in multe dintre ecosistemele acvatice. In aceste medii cianobacteriile suporti o
presiune concurenta din partea altor organisme, inclusiv a fungilor. Evolutiv, ele si-au dezvoltat
mecanisme de protectie prin sinteza compusilor antifungici, printre care fitoalexina, tolitoxina,
toiocamicina, nostociclamida, nostodionul, nostofungicidina s.a. [6].

In continuare sunt prezentate rezultatele obtinute in cadrul evaludrii activitatii antifungice a
extractelor hidro etanolice de 20%, 50% si 70% obtinute din biomasa de Arthrospira
(Spirulina)  platensis CNMN-CB-11 si Nostoc linckia CNM-CB-03 asupra dermatofitilor
filamentosi ~ Trichophyton  (Trichophyton  rubrum  ATCC®28188™,  Trichophyton
mentagrophytes ATCC®9533™) si  Microsporum (Microsporum canis ATCC®36299™,
Microsporum gypseum ATCC®24102™), precum si asupra tulpinii levuriforme Candida
albicans ATCC®10231™. 1In calitate de martor pozitiv au fost utilizati ketoconazolul,
itraconazolul si clorhidratul de naftifind. Rezultatele obtinute pentru extractele hidro etanolice
din biomasa de Arthrospira (Spirulina) platensis CNMN-CB-11 sunt prezentate in figura 3.4.

Extractele din biomasa de spirulind au manifestat activitate fatd de toate cele cinci tulpini
fungice de referinta, efectul de inhibitie a cresterii fiind diferit in dependentd de tulpina de fungi
si concentratia etanolului in solutia extractantd. Astfel, fatd de tulpina de fungi dermatofiti

filamentosi Trichophyton rubrum ATCC®28188™ toate trei extracte hidro etanolice au avut
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efect antifungic, dar diametrul zonelor de inhibitie obtinute a fost semnificativ mai mic (P<0,01)
fatd de valorile obtinute pentru cele trei preparate antifungice de referintd. Extractul hidro
etanolic de 50% din spirulina a avut efect antifungic fatd de tulpina Trichophyton
mentagrophytes ATCC®9533™ la nivelul de activitate al ketoconazolului si itraconazolului

(fara variatii veridice din punct de vedere statistic).
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Fig.3.4. Actiunea antifungica a extractelor din biomasa de Arthrospira (Spirulina) plantesis

CNMN-CB-11 fata de tulpinile de fungi dermatofiti filamentosi si levuriformi

Extractul hidro etanolic de 20% din biomasa de spirulind s-a dovedit a avea actiune
antifungica fata de tulpina Microsporum gypseum ATCC®24102™ care nu se deosebeste veridic
de cea a ketoconazolului si itraconazolului. Si extractul hidro etanolic de 70% s-a manifestat n
calitate de produs cu proprietati antifungice fatd de tulpina de fungi Candida albicans
ATCC®10231™., Astfel, conform zonelor de inhibitie obtinute activitatea acestui extract este la
nivelul itraconazolului si clorhidratului de naftifina. Asupra fungilor levuriformi cele mai
semnificative rezultate au fost obtinute in cazul actiunii extractului hidro etanolic de 20% din
spirulina. Diametrul zonei de inhibitie in acest caz este semnificativ mai mare comparativ cu toti
trei martori pozitivi utilizati in experiente (P<0.05 pentru ketoconazol si P<0,001 pentru
itraconazol si clorhidratul de naftifina) [6].

Extractele hidro etanolice din biomasa de spirulind au manifestat activitate antifungica fata
de Trichophyton, Microsporum si Candida. Cea mai semnificativa activitate antifungica a fost
inregistratd pentru extractul hidro etanolic de 20% , care in cazul candidei este mai activ decat

cea a preparatelor antifungice de referintd incluse in studiu, iar in cazul tulpinii Microsporum
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gypseum ATCC®24102™ este la fel de activ ca ketoconazolul. Extractul hidro etanolic de 50%
a manifestat activitate echivalentd cu cea a ketoconazolului fatd de tulpina de referinta,
Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™ jar extractul de 70% a demonstrat activitate
antifungica egald cu cea a itraconazolului si clorhidratului de naftifind fata de Candida.

Rezultatele obtinute pentru extractele hidro etanolice din biomasa de Nostoc linckia CNM-
CB-03 sunt prezentate in figura 3.5. Cea mai semnificativa activitate antifungicd au avut-0
extractele hidro etanolice de 20% din biomasa de nostoc, valorile obtinute fiind semnificativ mai
inalte fata de cele obtinute pentru ketoconazol la trei dintre tulpinile studiate: Microsporum canis
ATCC®36299™, Microsporum  gypseum ATCC®24102™ i  Candida albicans
ATCC®10231™; fata de itraconazol — la doua tulpini: Microsporum gypseum ATCC®24102™
si Candida albicans ATCC®10231™; iar fatd de clorhidtatul de naftifind — la o tulpina: Candida
albicans ATCC®10231™. Extractele hidro etanolice de 50% si 70% de asemenea poseda
activitate antifungica, dar mai putin pronuntata. In acelasi timp extractul hidro etanolic de 50% a
avut activitate antifungica echivalenta cu cea a ketoconazolului fata de tulpina Trichophyton
mentagrophytes ATCC®9533™, jar cel de 70% - fata de tulpina Trichophyton rubrum
ATCC®28188™ [6].
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Fig. 3.5. Actiunea antifungica a extractelor din biomasa de Nostoc linckia CNM-CB-03 fata de

tulpinile de fungi dermatofiti filamentosi si levuriformi

Fata de fungii filamentosi oportunist patogeni extractele hidro etanolice din spirulind si
nostoc nu au avut efect de inhibare a cresterii. Acest lucru poate fi probabil explicat prin faptul,
ca aceste tulpini au fost izolate din sol, unde sunt prezente numeroase specii de cianobacterii

edafice, fatd de metabolitii carora fungii puteau sa dezvolte mecanisme eficiente de rezistenta. In
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cazul dermatofitilor si a candidei, efectul extractului hidro etanolic de 20% cel mai probabil este
determinat de prezenta in componenta acestuia a ficobiliproteinelor (ficocianinei si
aloficocianinei in cazul spirulinei si a ficoeritrinei, ficocianinei si aloficocianinei in cazul
nostocului). Aceste substante sunt cunoscute pentru multiplele lor efecte biologice, inclusiv cel
antifungic. Solutia hidro etanolica de 20% este potrivitd pentru extragerea pigmentilor numiti,
care sunt hidrosolubili si trec cu usurinta in solutie.

Printre componentele active antifungice in extractele hidro etanolice de 50% si 70% cel
mai probabil, sunt si compusii fenolici, care de asemenea poseda activitate antifungica dovedita.
Spectrul acestor substante in biomasa de cianobacterii este extrem de variat, fapt prin care putem
explica selectivitatea pronuntatd a actiunii acestor tipuri de extracte asupra tulpinilor de fungi
studiate.

Este cunoscut cd multi compusi biologic activi utilizati ca medicamente manifesta
proprietati farmacologice si potential toxic diferit, atunci cand sunt administrati sub forma de
compusi pe baza de metale [118, 119, 143]. Astfel, biomasa imbogatitd cu diferite metale ar
putea servi in calitate de sursd de perspectiva pentru obtinerea unor preparate benefice in cazul
diferitor forme de micoze.

In continuarea cercetarilor au fost evaluate proprietitile antifungice a unor extracte
obtinute din biomasa de spirulind imbogatita cu metale (Zn, Fe, Cu, Cd, Co si Cr) fatd de fungii
filamentosi si candida. In cercetare au fost luate extractele hidrice si extractele etanolice din
biomasa de spirulind, care este un obiect biotehnologic bine studiat, iar tehnologiile de obtinere a
biomasei sunt bine puse la punct si oferd rezultate reproductibile. In calitate de martor au fost
luate extractele hidric si etanolic din biomasa standard de spirulind, iar in calitate de martori
pozitivi au fost aplicate preparatele antifungice itraconazol, ketoconazol si clorhidrat de naftifina.

Rezultatele obtinute la testarea actiunii antifungice a extractelor etanolice si hidrice din
biomasa standard de spirulind si cea cu continut de metale prin metoda difuzimetrica sunt
prezentate in tabelele 3.1, 3.2, si in figura 3.6, care includ diametrele zonelor de inhibitie a
cresterii fungilor si valorile P doar pentru cazurile care exclud ipoteza nula si indicd diferenta
dintre variante in directia maririi efectelor preparatelor testate. Din tabelul 3.1 se vede, ca
extractul etanolic din biomasa standard de spirulind a avut efect de inhibare a cresterii doar a
uneia dintre tulpinile testate de fungi oportunist patogeni - Aspergillus fumigatus CNM-FA-02.
Extractele din celelalte tipuri de biomasa de asemenea au avut un efect inhibitor asupra cresterii
culturii de A.fumigatus. In cazul extractelor din biomasa de spurulini cu continut de cupru si
cadmiu efectul antifungic este mai pronuntat decat In cazul extractului etanolic din biomasa de

spirulina standard, diametrele zonelor de inhibitie fiind veridic mai mari (P=0,005) decat in cazul
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extractului standard. Cu toate acestea, chiar si aceste doud extracte rdman semnificativ mai slabe

decat preparatul antifungic de referinta - clorhidratul de naftifina.

Tabelul 3.1.

Actiunea antifungica a extractelor etanolice din biomasa de spirulind cu continut de metale fata

de unele tulpini de fungi filamentosi

Diametrul zonei de inhibitie, mm
Extractul/ Aspergillus Mucor Penicillium Fusarium .
Substanta fumigatus vulgaris expansum oxysporum S;L;filr::usrg 1
CNM-FA-02 | CNMN-FD-07 | CNMN-FD-05 FO1
EE, 11,66+0,58 14,23+£1,12 10,63+0,72 | 10,73+0,64 | 9,70+0,31
P,=0,019"
EEr 0 10,27+0,67 10,37+0,57 | 11,70+0,79 | 11,40+0,62
EEcy 19,33+0,81 0 10,20+0,91 | 11,67+0,60 | 10,03+0,35
P,=0,005"
EEcq 20,33+1,00 13,63+0,74 19,13+1,15 14,23+0,59 | 13,23+0,89
P,=0,005" P,=0,013"
EEco 11,2+0,79 23,30+1,05 11,37+0,25 11,70+0,30 | 11,40+0,90
P,=0,001"
EEc, 15,87+0,83 18,43+0,61 16,70+0,55 12,67+1,52 | 10,83+0,56
P,=0,008" P,=0,003"
EE 12,76+0,74 0 0 0 0
Clorhidrat de 34,50+1,08 11,63+0,35 34,67+0,31 24,17+0,76 | 31,10+0,85
naftifina
Itraconazol 23,30+1,53 19,00+0,91 26,30+1,05 24,50+0,96 | 26,10+1,62
Ketokonazol 17,23+0,86 15,80+1,34 18,3240,96 | 15,44+2.02 | 19,80+1,35

Nota: P, - veridicitatea deosebirilor dintre variantele EE e si varianta EE;

P, — veridicitatea deosebirilor dintre variantele cu extracte si cu clorhidratul de naftifina.

In timp ce extractele etanolice din biomasa standard nu au produs inhibarea cresterii la
celelalte tulpini de fungi testate, extractele din biomasa cu continut de metale s-au manifestat ca
componente cu efect antifungic de diferitd intensitate fatd de toti fungii studiati. Efectul
antifungic fatd de tulpinile Penicillium expansum CNMN-FD-05, Fusarium oxysporum FO1 si
Fusarium solani FSO1 al extractelor din spirulind cu continut de metale este mic comparativ cu

cel al clorhidratului de naftifina in toate variantele experimentale analizate.
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Fig. 3.6. Zonele de inhibitie a cresterii fungilor sub influenta extractelor din biomasa de spirulina
cu continut de metale: A,B: Mucor vulgaris CNMN-FD-07, 1. EEc,, 2.EEz,, 3.M, 4.EHc,,
5.EEcq; C: Aspergillus fumigatus CNM-FA-02, 1. EEc,, 2.EHcq, 3.M; D: Penicillium expansum
CNMN-FD-05, 1. EHcy, 2. EHcq, 3.M; E: Fusarium solani FS01, 1.M, 2.EEcq, 3.EHcq, 4.ECcy;
G: Fusarium oxysporum FO1, EHc,, 2.EEz,, 3.EEr
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Din aceasta categorie de rezultate se evidentiaza cele inregistrate pentru tulpina de colectie
Mucor vulgaris CNMN-FD-07. In cazul acestei culturi 4 din cele 6 extracte din biomasa cu
continut de metale au manifestat un efect antifungic mai pronuntat decét substanta de referinta -
clorhidratul de naftifina.

Cu exceptia extractului din biomasa de spirulind cu continut de cupru, care nu produce
efect de inhibare, si cel din biomasa cu continut de fier, zonele de inhibitie in variantele
experimentale au fost veridic mai extinse comparativ cu cele obtinute in cazul substantei de
referinta (0,003<P<0,019). Extractul etanolic din biomasa de spirulind cu continut de cupru nu a
inhibat cresterea culturii de Mucor vulgaris CNMN-FD-07.

Rezultatele obtinute in cadrul testarii extractelor hidrice din biomasa de spirulind cu
continut de metale sunt prezentate in tabelul 3.2.

Tabelul 3.2.
Actiunea antifungica a extractelor hidrice din biomasa de spirulina cu continut de metale fata de

unele tulpini de fungi filamentosi

Diametrul zonei de inhibitie, mm
Extractul/ Aspergillus Mucor Penicillium Fusarium | Fusarium
Substanta fumigatus vulgaris expansum oXysporum solani
CNM-FA-02 | CNMN-FD-07 | CNMN-FD-05 FO1 FSO01
EHZn 0 0 0 0 0
EHE 0 0 0 10,0£0,26 0
EHCu 0 0 0 0 0
EHcqg 28,67+0,58 0 27,33+0,64 16,67+0,64 | 21,6+0,53
EHco 0 19,2+0,72 16,07+0,90 29,67ﬂ:0,52*7 0
P,=0,001
EHc, 15,1+0,17 0 21,33+0,58 24,67+0,57 0
EH 0 0 0 0 0
Clorhidrat de 34,5+1,08 11,63+0,35 34,67+0,31 24,17+£0,76 | 31,10+0,85
naftifina
Itraconazol 23,30+1,53 19,00+0,91 26,30+1,05 24,50+0,96 | 26,10+1,62
Ketokonazol 17,23+0,86 15,80+1,34 18,32+0,96 15,44+2,02 | 19,80+1,35

Noti: P, - veridicitatea deosebirilor dintre variantele cu extracte si cu clorhidratul de

naftifina.

Extractele hidrice din biomasa de spirulind au fost mai putin active in calitate de produse
cu activitate antifungica. Extractul din biomasa standard nu a inhibat cresterea fungilor

filamentosi luati in acest studiu. Acelasi lucru se poate spune si despre extractele hidrice din
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biomasa de spirulind cu continut de zinc si de cupru — zone de inhibare a cresterilor de fungi
miceliali nu au fost atestate. Extractul hidric cu fier a manifestat actiune antifungica slaba doar
fatd de tulpina izolatd din microflora edafica spontana — Fusarium oxysporum FO1. Extractele
hidrice din biomasa de spirulind cu continut de cadmiu, cobalt si crom au avut efect antifungic
asupra a 3-4 tulpini, intr-un caz efectul fiind veridic mai pronuntat fatd de efectul clorhidratului
de naftifina.

Varianta experimentald EHcqy de extract cu continut de cadmiu a manifestat efect antifungic
fatd de 4 tulpini de fungi (cu exceptia Mucor vulgaris CNMN-FD-07). Zonele de inhibare a
cresterii fungilor Penicillium expansum CNMN-FD-05 si Aspergillus fumigatus CNM-FA-02 au
avut dimensiuni apropiate cu zonele respective create sub actiunea clorhidratului de naftifina, dar
totusi veridic mai mici in diametru. Extractul hidric obtinut din biomasa de spirulina cu continut
de cobalt a inhibat cresterea a trei tulpini de fungi - Mucor vulgaris CNMN-FD-07, Penicillium
expansum CNMN-FD-05 si Fusarium oxysporum FO1. in cazul celui din urma efectul antifungic
al extractului a fost mai pronuntat decat cel al clorhidratului de naftifind, zona de inhibare fiind
mai mare fata de cea indusa de preparatul de referinta cu 22,76%. Extractul hidric cu continut de
crom s-a manifestat prin inhibarea cresterii Aspergillus fumigatus CNM-FA-02, Penicillium
expansum CNMN-FD-05 si Fusarium oxysporum FOL. Zona de inhibare a cresterii Fusarium
oxysporum FO1 in acest caz este egala cu cea masuratd in varianta cu clorhidratul de naftifina
[118, 119].

Aceleasi extracte au fost testate si pe tulpinile de fungi dermatofiti filamentosi. Rezultatele

obtinute sunt prezentate in figura 3.7.

B Trichophyton rubrum ATCC®28188™ B Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™
B Microsporum gypseum ATCC®24102™ B Microsporum canis ATCC®36299™
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Fig. 3.7. Actiunea antifungicea a extractelor din biomasa de Arthrospira (Spirulina) plantesis

CNMN-CB-11 cu continut de metale fata de tulpinile de fungi dermatofiti filamentosi
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Extractele hidrice din biomasa de spirulind nu au manifestat activitate antifungica fata de
tulpinile de dermatofiti filamentosi, iar dintre extractele etanolice s-au evidentiat cele obtinute
din biomasa cu continut de cobalt, cadmiu si crom. Cele mai performante rezultate au fost
obtinute 1n cazul aplicarii extractului etanolic obtinut din biomasa de spirulind cu continut de
cobalt. La trei dintre tulpinile testate Microsporum canis ATCC®36299™, Microsporum
gypseum ATCC®24102™ si Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™ diametrele zonelor
de inhibitie obtinute sub influenta acestui extract au fost veridic mai extinse comparativ cu cele
obtinute sub influenta ketoconazolului (P<0,001). In cazul tulpinilor Microsporum canis
ATCC®36299™ si Microsporum gypseum ATCC®24102™ efectul extractului mentionat nu se
deosebeste semnificativ de cel al itraconazolului. Comparativ cu clorhidratul de naftifina
extractul etanolic din biomasa cu continut de cobalt manifestd o activitate semnificativ mai joasa
fata de dermatofitii filamentosi, cu exceptia Microsporum canis ATCC®36299™, fata de care
are aceeasi actiune ca si antifungicul de referinta. Extractul etanolic din biomasa de spirulind cu
continut de crom are asupra tulpinilor Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™ si
Microsporum gypseum ATCC®24102™ o actiune antifungica mai pronuntatd decat cea a
ketoconazolului. Fata de ceilalti martori pozitivi actiunea extractului EEc, este mai slaba.

Astfel, prezentarea acestor rezultate finalizeaza etapa de screening a compusilor chimici si
biologici cu activitatea antifungica fata de unii agenti cauzali ai micozelor. Din gama compusilor
testati au fost selectati acei, care au manifestat actiune de inhibitie a cresterii fungilor. Fata de
Candida albicans ATCC®10231™ actiune antifungicd mai importantd au avut trei remedii
biologice — extractul in etil acetat din frunze de nuc si extractele hidro etanolice de 20% din
spirulind si nostoc si sase compusi chimici — RGTM 55-57, 64, 83 si BREV 1. Extractul in etil
acetat din frunze de nuc a fost activ si fatd de tulpina de dermatofiti Trichophyton
mentagrophytes ATCC®9533™, care a mai manifestat sensibilitate si fatd de extractele hidro
etanolice de 50% din spirulind si nostoc, precum si fata de extractele etanolice din biomasa de
spirulind cu continut de cobalt, cadmiu si crom. Tulpina Trichophyton rubrum ATCC®28188™
este sensibild fata de actiunea extractelor in etanol si etil acetat din frunzele de nuc si a celui in
etanol din pericarp. Si extractul hidro etanolic de 20% din nostoc are efect antifungic fata de
aceastd tulpina, la fel ca si extractele etanolice din biomasa de spirulind cu continut de cobalt,
cadmiu si crom. Asupra tulpinii Microsporum canis ATCC®36299™ efect antifungic mai inalt
au avut urmatoarele substante: extractul in etanol din frunze de nuci, extractul hidro etanolic de
70% din spirulina, extractele hidro etanolice de 20% si 70% din nostoc, precum si extractele
etanolice din biomasa de spirulind cu continut de cobalt si cadmiu. Tulpina Microsporum

gypseum ATCC®24102™ este sensibila fatd de actiunea extractelor etanolice din biomasa de
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spirulina cu continut de cobalt si crom, extractelor hidro etanolice de 20% din nostoc si spirulina,
extractului in etil acetat din frunze de nuc si extractului etanolic din pericarp. Asupra fungilor
oportunisti din CNMN efect antifungic au manifestat doar extractele hidrice si etanolice din
biomasa de spirulind cu continut de metale. Astfel, pentru fiecare tulpind de fungi au fost
evidentiate cei mai activi compusi de origine chimicd si biologicd care au fost inclusi in

cercetarile ulterioare.

3.5. Stabilirea concentratiilor minime de inhibitie si minime fungicide ale remediilor
selectate fata de tulpinile de referinta de fungi

Concentratiile minime de inhibitie (CMI) si minime fungicide (CMF) prezinta indicatori
cantitativi valorosi pentru produsele noi cu activitate antifungica, care permit de a le plasa usor
in sirul remediilor aprobate, precum si de a aprecia nivelul lor de toxicitate. Anume din aceste
considerente In continuare pentru substantele selectate la etapa de screening au fost stabilite
valorile respective. Cu referire la fungii filamentosi dermatofiti si candida au fost aplicate
metode standardizate EUCAST (7.1 si 9.1), iar pentru fungii filamentosi oportunisti a fost
aplicatd metoda clasica a dilutiilor succesive.

La etapa de screening au fost selectate 9 substante cu efect antifungic fata de tulpina de
fungi levuriformi Candida albicans ATCC®10231™, Acestea sunt: extractul in etil acetat din
frunze de nuc, extractele hidro etanolice de 20% din spirulina si nostoc, sase compusi chimici —
RGTM 55-57, 64, 83 si BREV1 compusul N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)-
hidrazincarbotioamida. Pentru aceste substante au fost realizate testele conform metodei
standardizate EUCAST Def. 7.1. Activitatea substantelor studiate fata de tulpina Candida
albicans ATCC®10231™ a fost comparata cu activitatea clorhidratului de naftifina,
inraconazolului si cea a ketoconazolului. Concentratiile minime de inhibitie ale extractelor
naturale au variat intre 0,1 si 10 mg/ml. Cel mai puternic dintre acestea a fost extractul in etil
acetat din frunzele mature de nuc (vezi tabelul 3.3.). Acest extract la concentratia de 0,4 mg/ml
are actiune fungicida asupra tulpinii de Candida. Substantele chimice — compusii coordinativi ai
cuprului (1) cu semitiocarbazone substituite (RGTM 55, 56, 57 si 83) si diamina aromata
(RGTM 64) au aratat valori CMI intre 0,58 si 2,34 pg/ml si valori CMF intre 1,17 si 4,69 pg/ml.
In cazul substantelor chimice este destul de simplu de comparat activitatea acestora cu activitatea
martorilor pozitivi, deoarece in toate cazurile sunt substante pure dozate. Pentru compusii
selectati putem mentiona cd doar comparativ cu itraconazolul acestia inregistreaza valori mai
inalte ale CMI, pe cand ceilalti doi martori pozitivi (ketoconazolul si clorhidratul de naftifina)

sunt mai slabi in ceea ce tine de inhibarea cresterii fungilor Candida albicans ATCC®10231™.
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Tabelul 3.3.
Concentratiile minime de inhibitie (CMI) si minime fungicide (CMF) ale substantelor selectate

fata de tulpina Candida albicans ATCC®10231™

Substanta CMI CMF
Extract frunze de J. regia (etil-acetat) 0,1 mg/mi 0,4 mg/mi
Extract hidro etanolic 20% din S.platensis 10 mg/ml 40 mg/ml
Extract hidro etanolic 20% din N.linckia 5 mg/ml 10 mg/ml
N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)- 0,70 pg/ml 0,70 pg/ml
hidrazincarbotioamida
RGTM 55 1,17 pg/ml 2,34 ng/ml
RGTM 56 1,17 pg/ml 4,69 png/ml
RGTM 57 2,34 pg/ml 4,69 ng/ml
RGTM 64 1,17 pg/ml 4,69 ng/ml
RGTM 83 0,58 pg/ml 1,17 pg/ml
Intraconazol 0,78 pg/ml 6,25 pg/ml
Ketaconazol 12,5 pg/ml 50 pg/ml
Clorhidrat de naftifina 25 pg/ml 100 pg/ml

Compusul N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)-hidrazincarbotioamida la aceeasi
concentratie de 0,7 pg/ml manifesta atat activitate de inhibare a cresterii, cat si efect fungicid.
Activitatea antifungica a acestui compus (CMI) este comparabild cu cea a itraconazolului, de
17,8 ori mai inaltd ca a ketoconazolului si de 35,7 ori mai naltd ca cea a clorhidratului de
naftifina. In baza acestor rezultate a fost depusa o cerere de brevet de inventie, pentru care a fost
obtinuta hotararea pozitiva de acordare a brevetului de inventie [3].

La etapa de screening au fost selectate 6 substante care au manifestat activitate fata de
tulpina Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™, Acestea sunt extractul in etil acetat din
frunze de nuc, extractele hidro etanolice de 50% din spirulina si nostoc si extractele etanolice
din biomasa de spirulind cu continut de cobalt, cadmiu si crom. Rezultatele obtinute sunt
prezentate in tabelul 3.4, unde sunt de asemenea si rezultatele obtinute pentru cei trei martori
pozitivi utilizati. Este destul de complicat de a compara valorile CMI si CMF pentru preparatele
antifungice (concentratiile indicate sunt pentru substanta activa) si valorile respective pentru
extractele din biomasa vegetala si cianobacteriana. Ultimele sunt standardizate nu dupa substanta
activa ci dupa masa uscatd extrasa. Standardizarea dupa componentele active la aceasta etapa
nici nu a fost preconizatd, deoarece identificarea si purificarea componentelor cu activitate
biologica Tnaltd va fi rationala doar dupa identificarea acestor efecte si aprecierea gradului de

reproductibilitate a rezultatelor obtinute. Mai mult, de cele mai multe ori efectele biologice
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manifestate de preparatele policomponente sunt determinate de efectele sinergiste ale intregului
complex de componente individuale. Astfel, cu toate ca valorile CMI si CMF sunt destul mari
comparativ cu cele ale martorilor pozitivi, aceste rezultate sunt destul de relevante, deoarece este
vorba de extracte naturale din frunze de nuc, spirulind si nostoc. Materiile utilizate pentru
extragerea componentelor active in extractele nominalizate sunt lipsite de efecte toxice fata de

om, ceea ce este un plus in procesul de selectare a noilor compusi cu activitate antifungica.

Tabelul 3.4.
Concentratiile minime de inhibitie (CMI) si minime fungicide (CMF) ale substantelor selectate

fata de tulpina Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™

Substanta CMI CMF

Extract frunze de J. regia (etil acetat) 0,2 mg/ml 0,4 mg/mi
Extract hidro etanolic 50% din S.platensis 10 mg/ml -

Extract hidro etanolic 50% din N.linckia 5 mg/ml -

EE ¢ 0,125 mg/mi 1 mg/ml
EE ¢4 0,065 mg/mi 0,5 mg/mi
EE ¢ 0,5 mg/ml 0,5 mg/mi
Intraconazol 0,25 pg/ml 1,0 ng/ml
Ketaconazol 0,5 pg/ml 4,0 pg/ml
Clorhidrat de naftifina 0,25 pg/ml 2,0 pg/ml

Valorile CMI pentru extractele selectate au fost intre 0,065 si 10 mg/ml. Cele mai inalte
valori sunt caracteristice pentru extractele hidro etanolice din biomasa de spirulini si nostoc. In
domeniul de concentratii studiate nu a fost inregistrata CMF pentru aceste doua tipuri de extract.
Ambele culturi de cianobacterii sunt tulpini tehnologice, utilizate pentru obtinerea biomasei
destinate consumului uman si animal. Tulpinile nu produc toxine, iar rezultatul obtinut este unul
previzibil din acest punct de vedere. Extractul in etil acetat din frunzele de nuc a avut activitate
antifungica inaltd fata de Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™, CMI fiind de 0,2
mg/ml, iar CMF de doar 0,4 mg/ml. Extractele etanolice din biomasa de spirulind cu continut de
metale se manifestd ca inhibitori de crestere a fungilor la concentratia de 0,065 -0,5 mg/ml si ca
fungicide la concentratia de 0,5 — 1,0 mg/ml. Cele mai joase valori ale CMI in cazul tulpinii
Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™ au fost inregistrate la actiunea extractelor
etanolice din biomasa de spirulind cu continut de cobalt (0,125 mg/ml) si cu continut de cadmiu

(0,065 mg/ml).
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Tulpina Trichophyton rubrum ATCC®28188™ este sensibila fatd de actiunea a 7
substante din lista celor testate. Acestea sunt: extractele in etanol si etil acetat din frunzele de
nuc, extractul in etanol din pericarp de nuca, extractul hidro etanolic de 20% din nostoc si
extractele etanolice din biomasa de spirulind cu continut de cobalt, cadmiu si crom. Rezultatele

obtinute pentru tulpina numita si substantele selectate sunt prezentate in tabelul 3.5.

Tabelul 3.5.
Concentratiile minime de inhibitie (CMI) si minime fungicide (CMF) ale substantelor
selectate fata de tulpina Trichophyton rubrum ATCC®28188™

Substanta CMI CMF
Extract frunze de J. regia (etanol) 0,2 mg/mi 0,4 mg/ml
Extract frunze de J. regia (etil acetat) 0,1 mg/mi 0,4 mg/ml
Extract pericarp verde de J. regia (etanol) 0,05 mg/ml 0,2 mg/ml
Extract hidro etanolic 20% din N.linckia 10 mg/ml -
EE o 0,125 mg/mi 1 mg/ml
EE ¢4 0,065 mg/mi 0,5 mg/ml
EE ¢ 0,5 mg/mi 0,5 mg/ml
Intraconazol 0,125 pg/ml 0,5 pg/ml
Ketaconazol 0,25 pg/ml 0,50 pg/ml
Clorhidrat de naftifina 0,25 pg/ml 2,0 pg/ml

Extractele din biomasa vegetald si cianobacteriand au demonstrat activitate antifungica
semnificativd cu valori ale CMI de 0,2 mg/ml si mai putin. Exceptie prezinta extractul hidro
etanolic din biomasa de nostoc, care s-a manifestat ca fungistatic la concentratia de 10 mg/ml, iar
efect fungicid nu a fost depistat. Extractele etanolice din frunze mature si din pericarp verde au
dat dovada de activitate antifungica fatd de tulpina Trichophyton rubrum ATCC®28188™ . Si
extractul in etil acetat din frunze a fost destul de activ, CMI pentru el fiind de 0,1 mg/ml. Cele
mai mici valori ale CMI fatd de tulpina datd au fost marcate in cazul extractelor etanolice din
biomasa de spirulina cu continut de cobalt si cadmiu (0,125 si 0,065 mg/ml respectiv), dar CMF
al acestora a fost de 2-4 ori mai inalte decat in cazul extractelor din tesuturi de nuc.

Asupra tulpinii Microsporum canis ATCC®36299™ efect antifungic mai inalt au avut
urmatoarele substante: extractul in etanol din frunze de nuci, extractul hidro etanolic de 70% din

spirulina, extractele hidro etanolice de 20% si 70% din nostoc, precum si extractele etanolice din
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biomasa de spirulind cu continut de cobalt si cadmiu. Rezultatele pentru actiunea antifungica a

acestor substante asupra tulpinii mentionate de dermatofiti sunt prezentate in figura 3.6.

Tabelul 3.6.
Concentratiile minime de inhibitie (CMI) si minime fungicide (CMF) ale substantelor selectate

fata de tulpina Microsporum canis ATCC®36299™

Substanta CMI CMF
Extract frunze de J. regia (etanol) 0,1 mg/ml 0,4 mg/ml
Extract hidro etanolic 70% din S.platensis 2,5 mg/ml -
Extract hidro etanolic 20% din N.linckia 5 mg/ml -
Extract hidro etanolic 70% din N.linckia 5 mg/ml -
EE ¢ 0,125 mg/mi 1 mg/mi
EE cq 0,065 mg/mi 0,5 mg/ml
Intraconazol 0.125 pg/ml 0,5 pg/ml
Ketaconazol 0,25 pg/ml 1,0 pg/ml
Clorhidrat de naftifina 0,25 pg/ml 4,0 ng/ml

Extractele hidro etanoloce de 70% si 20% din biomasa de spirulind si nostoc au avut efect
fungistatic la concentratii de 2,5 — 5,0 mg/ml, in timp ce efectul fungicid al acestora nu a fost
depistat. O activitate inalta fata de tulpina Microsporum canis ATCC®36299™ a avut-o si
extractul in etanol din frunzele mature de nuc (CMI=0,1 mg/ml, iar CMF=0,4 mg/ml). Ca si in
cazul tulpinilor descrise anterior, cea mai pronuntata actiune antifungica asupra Microsporum
canis ATCC®36299™ a fost realizata de extractele etanolice din biomasa de spirulind cu
continut de cobalt si cadmiu, CMI fiind de 0,125 si 0,065 mg/ml respectiv. Concentratiile
fungicide au fost depistate doar pentru 3 dintre substantele selectate. Cel mai bun rezultat — 0,4
mg/ml a fost in cazul extractului etanolic din frunze, dupa care urmeaza extractul etanolic din
biomasa de spirulind cu continut de cadmiu (0,5 mg/ml). Trei dintre substantele selectate nu au
avut actiune fungicida asupra tulpinii Microsporum canis ATCC®36299™,

Tulpina Microsporum gypseum ATCC®24102™ este sensibila fata de actiunea extractelor
etanolice din biomasa de spirulina cu continut de cobalt si crom, extractelor hidro etanolice de
20% din nostoc si spirulind, extractului in etil acetat din frunze de nuc si extractului etanolic din
pericarp. Rezultatele obtinute pentru tulpina si substantele mentionate sunt prezentate in tabelul
3.7. Extractele hidro etanolice de 20% din biomasa de spirulind si nostoc au efect fungistatic la
concentratia de 5 mg/ml, in timp ce efectul fungicid nu a fost depistat. Extractul in etanol din

pericarpul verde inhiba cresterea fungilor Microsporum gypseum ATCC®24102™ la
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concentratia de 0,25 mg/ml si are efect fungicid la concentratia de 1 mg/ml. Activitate
antifungica si mai inalta are extractul in etil acetat din frunzele mature de nuc, CMI fiind egal cu
0,125 mg/ml, iar CMF — 0,5 mg/ml. Aceeasi valoare CMI a fost inregistrata si pentru extractul
etanolic din biomasa de spirulind cu continut de cobalt. Cea mai mica valoare CMI fatd de
Microsporum gypseum ATCC®24102™ a fost semnalata in cazul extractului etanolic din
biomasa de spirulina cu continut de crom — 0,065 mg/ml, iar CMF pentru acest preparat este de

0,5 mg/ml.

Tabelul 3.7.
Concentratiile minime de inhibitie (CMI) si minime fungicide (CMF) ale substantelor selectate

fata de tulpina Microsporum gypseum ATCC®24102™

Substanta CMI CMF
Extract Frunze de J. regia (etil acetat) 0,125 mg/mi 0,5 mg/ml
Extract pericarp verde de J. regia (etanol) 0,25 mg/ml 1,0 mg/ml
Extract hidro etanolic 20% din S.platensis 5 mg/mi -
Extract hidro etanolic 20% din N.linckia 5 mg/mi -
EE 0,125 mg/mi 1 mg/ml
EE ¢ 0,065 mg/ml 0,5 mg/ml
Intraconazol 0.065 pg/ml 0,5 pg/ml
Ketaconazol 0,25 pg/ml 1,0 pg/ml
Clorhidrat de naftifina 0,25 pg/ml 2,0 pg/ml

Fungii oportunisti izolati si identificati din solurile Moldovei, care au fost depusi In
Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si
Biotehnologie al ASM s-au dovedit a fi mai rezistenti fasa de actiunea extractelor vegetale si
cianobacteriene. Astfel, extractele din frunze, pericarp si endocarp de nuci nu au avut actiune
marcantd asupra celor cinci tulpini incluse in studiu. Nici extractele hidro etanolice nu au
manifestat activitate antifungica fati de aceasta categorie de fungi filamentosi. In cazul fungilor
filamentosi Aspergilus fumigatus CNM-FA-02 , Mucor vulgaris CNMN —FD-07 si Penicillium
expansum CNMN-FD-05 valori acceptabile pentru CMI au fost obtinute pentru extractele hidrice
si etanolice din biomasa de spirulind cu continut de metale - cadmiu si crom. Rezultatele sunt

prezentate in tabelul 3.8.
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Tabelul 3.8.
Concentratiile minime de inhibitie (CMI) si minime fungicide (CMF) ale substantelor selectate
fata de tulpinile Aspergilus fumigatus CNM-FA-02 , Mucor vulgaris CNMN —FD-07 si
Penicillium expansum CNMN-FD-05

Aspergillus fumigatus Mucor vulgaris Penicillium expansum
Substanta CNM-FA-02 CNMN -FD-07 CNMN-FD-05
CMI CMF CMI CMF CMmI CMF
EH ¢q 1,0 mg/ml |- 1,0 mg/ml | 1,0 mg/ml
EH ¢ 0,25 mg/ml | - 0,5mg/ml |-
EH o 0,125 mg/ml | - 0,125 -
mg/ml
EE cq 1,0 mg/ml |- 0,125 mg/ml | 1,0 mg/ml | 0,125 1,0 mg/ml
mg/ml
EE or 0,5mg/ml | 1,0 mg/ml | 0,25 mg/ml 1,0 mg/ml | 1,0 mg/ml | -
EE 2, 0,5 mg/mi -
EE 0,25 mg/ml 1,0 mg/ml
Clorhidrat | 1,0 pg/ml | - 0,25pg/ml - 0,5nug/ml -
de naftifina

Tulpina Aspergillus fumigatus CNM-FA-02 a manifestat sensibilitate fatd extractele
hidrice si cele etanolice din biomasa de spirulina cu continut de cadmiu si crom. CMI ale acestor
extracte a fost Intre 0,25 si 1,0 mg/ml, iar efect fungicid a fost depistat doar in unul dintre cazuri
— pentru extractul etanolic din biomasa de spirulind cu crom, CMF fiind de 1,0 mg/ml. Cresterea
tulpinii Mucor vulgaris CNMN-FD-07 a fost inhibata de extractele etanolice din biomasa de
spirulind cu continut de cadmiu, crom, zinc, fier, CMI avand valori intre 0,125 si 0,5 mg/ml.
Actiune fungicida fata de mucor a fost inregistratd la actiunea extractelor etanolice din biomasa
cu continut de cadmiu, crom si fier, la concentratia de 1,0 mg/ml. Fata de tulpina Penicillium
expansum CNMN-FD-05 efect fungistatic au avut 5 extracte din spirulina: extractele hidrice cu
continut de cadmiu, crom si cobalt si extractele etanolice cu continut de cadmiu si crom. Valorile
CMI stabilite experimental au fost intre 0,125 si 1,0 mg/ml. Efect fungicid a fost semnalat doar
in cazul extractelor din ambele tipuri din biomasa cu continut de cadmiu. CMF a extractului
hidric cu continut de cadmiu a fost egald cu CMI si a constituit 1,0 mg/ml. Aceeasi valoare CMF
a fost determinata si pentru extractul etanolic din biomasa de spirulina cu continut de cadmiu.

Izolatele naturale Fusarium oxysporum FO1 si Fusarium solani FSO1 la fel au prezentat
sensibilitate doar fatad de extractele hidrice si etanolice din biomasa de spirulind cu continut de

metale. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 3.9. Fusarium oxysporum FO1 a dat

95



dovada de sensibilitate la actiunea extractelor hidrice din biomasa de spirulind cu continut de

cadmiu, crom si cobalt, precum si la actiunea extractelor etanolice din biomasa de spirulina

crescutd in conditii de bioacumulare a cadmiului si cromului.

Tabelul 3.9.

Concentratiile minime de inhibitie (CMI) si minime fungicide (CMF) ale substantelor selectate

fata de izolatele naturale Fusarium oxysporum FO1 si Fusarium solani FSO01

Fusarium oxysporum Fusarium solani FS01
Substanta FO1
CMI CMF CMI CMF

EH cq 1,0 mg/mi - 0,5 mg/mi 0,5 mg/mi
EH ¢ 1,0 mg/mi 1,0 mg/mi
EH ¢ 0,125 mg/ml | 0,25 mg/ml
EE cq4 0,25 mg/mi 1,0 mg/ml | 0,5 mg/mi 1,0 mg/mi
EE ¢ 0,25 mg/ml | 0,5mg/ml | 0,25 mg/ml | 0,5 mg/ml
EE ¢ 0,25 mg/ml | 0,5 mg/ml
Clorhidrat de naftifina 0,5 ng/ml 1,0 pg/ml | 0,5ug/ml 1,0 ng/ml

Cele mai joase valori ale CMI si CMF au fost inregistrate pentru extractul hidric din
biomasa cu cobalt. Astfel, la tratarea culturii de Fusarium oxysporum FOI1 cu concentratia de
0,125 mg/ml se observa efectul fungistatic, iar la concentratia de 0,25 mg/ml se observa efectul
fungicid. Urmatoarele dupa nivelul de activitate antifungica fata de Fusarium oxysporum FO1
au fost extractele etanolice din biomasa de spirulini cu cadmiu si crom. In aceste doua cazuri
valoarea CMI a fost de 0,25 mg/ml, iar CMF — 1,0 si 0,5 mg/ml respectiv. Extractele hidrice din
biomasa cu crom si cadmiu au avut efect fungistatic asupra Fusarium oxysporum FO1 la
concentratia de 1,0 mg/ml. Pentru extractul cu continut de cadmiu efect fungicid nu a fost
stabilit, iar pentru extractul hidric cu crom valoarea CMF a fost egald cu valoarea respectiva
CMI (1,0 mg/ml). Extractul hidric din biomasa cu cadmiu a manifestat actiune antifungica si
asupra izolatului natural Fusarium solani FSO1. Valorile CMI si CNF au fost identice — 0,5
mg/ml. Tulpina a fost de asemenea sensibila la actiunea extractelor hidrice din biomasa de
spirulind cu continut de cobalt, cadmiu si crom. Pentru aceste trei tipuri de extracte valorile
determinate ale CMI au fost de 0,25 si de 0,5 mg/ml. CMF in cazul izolatului Fusarium solani

FSO1 pentru toate extractele active a fost de 0,5 ori 1,0 mg/ml.
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Astfel, extractele etanolice din biomasa de spirulind cu continut de cobalt si cadmiu au
manifestat activitate antifungica cea mai inalta fata de tulpinile Trichophyton mentagrophytes
ATCC®9533™_ Trichophyton rubrum ATCC®28188™ si Microsporum canis ATCC®36299™,
Fatd de tulpina Microsporum gypseum ATCC®24102™ a fost activ si extractul etanolic din
biomasa cu continut de crom. In cazul fungilor filamentosi Aspergilus fumigatus CNM-FA-02,
Mucor vulgaris CNMN-FD-07, Penicillium expansum CNMN-FD-05, CMI joase au fost
obtinute pentru extractele hidrice si etanolice din biomasa de spirulind cu continut de cadmiu si
crom. Asupra ambelor izolate naturale din genul Fusarium au actionat extractele etanolice din

biomasa de spirulind cu continut de cadmiu si crom.

3.6. Concluzii la capitolul 3.

1. Fata de tulpina levuriforma Candida albicans ATCC®10231™ actiune antifungica mai
pronuntatd au avut trei remedii biologice — extractul in etil acetat din frunze de nuc si
extractele hidro etanolice de 20% din spirulind si nostoc si sase compusi chimici —
RGTM 55, 56, 57, 64, 83 si BREV 1 (N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)-
hidrazincar-botioamida), ultimul fiind brevetat in calitate de substantd activa contra
levurilor din genul Candida [3], iar rezultatele fiind inalt apreciate la diferite foruri
internationale [61, 63, 64, 66].

2. Extractul in etil acetat din frunze de nuc, extractele hidro etanolice de 50% din spirulina
si nostoc, precum si extractele etanolice din biomasa de spirulind cu continut de cobalt,
cadmiu si crom sunt de perspectivd in calitate de remedii cu efect antifungic fata de
tulpina de dermatofiti Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™,

3. Tulpina Trichophyton rubrum ATCC®28188™ este sensibila fatd de actiunea extractelor
in etanol si etil acetat din frunzele de nuc, a extractului etanolic din pericarp verde de
nuca, a extractului hidro etanolic de 20% din nostoc si a extractelor etanolice din biomasa
de spirulind cu continut de cobalt, cadmiu si crom.

4. Asupra tulpinii Microsporum canis ATCC®36299™ efect antifungic mai inalt au avut
urmatoarele remedii: extractul in etanol din frunze de nuci, extractul hidro etanolic de
70% din spirulind, extractele hidro etanolice de 20% si 70% din nostoc, precum si
extractele etanolice din biolasa de spirulind cu continut de cobalt si cadmiu.

5. Tulpina Microsporum gypseum ATCC®24102™ este sensibila fatd de actiunea
extractelor etanolice din biomasa de spirulind cu continut de cobalt si crom, extractelor
hidro etanolice de 20% din nostoc si spirulind, extractului in etil acetat din frunze de nuc

si extractului etanolic din pericarp.
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6. Asupra fungilor oportunisti din CNMN efect antifungic au manifestat extractele hidrice si
etanolice din biomasa de spirulind cu continut de metale. in cazul fungilor filamentosi
Aspergilus fumigatus CNM-FA-02, Mucor vulgaris CNMN-FD-07, Penicillium
expansum CNMN-FD-05, CMI joase au fost obtinute pentru extractele hidrice si
etanolice din biomasa de spirulind cu continut de cadmiu si crom. Asupra ambelor izolate
naturale din genul Fusarium au actionat extractele etanolice din biomasa de spirulind cu
continut de cadmiu si crom.

7. Compusii coordinativi cu tiosemicarbazone substituite sunt de perspectiva in calitate de
remedii antifungice fata de fungii levuriformi Candida albicans ATCC®10231™,

8. Extractele din frunze si pericarp de nuc sunt de perspectiva in calitate de remedii
antifungice fatd de fungii dermatofiti miceliali.

9. Extractele din biomasa de spirulind cu continut de cobalt, crom si cadmiu sunt de
perspectiva in calitate de remedii antifungice fata de fungii filamentosi, agenti cauzali ai

micozelor oportuniste.
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4. MODIFICARILE INDUSE DE REMEDIILE BIOLOGICE SI CHIMICE LA
TULPINILE DE FUNGI

Actiunea compusilor cu activitate antifungica, fie chiar de scurta duratd, este asociatd cu
modificari serioase in functionarea mecanismelor biochimice, ceea ce duce la inactivarea
sistemelor de protectie sau la blocarea lor completa. Care dintre aceste doua strategii va fi urmata
— depinde de multi factori, printre care este starea fiziologicd a celulelor fungice afectate,
proprietatile fizico-chimice ale substantelor, parametrii sistemului de interactiune s.a. Chiar si in
cazul celei de-a doua strategii, care se soldeaza cu moartea celulelor, la o actiune de scurtd durata
celulele dovedesc sa reactioneze prin anumite modificari biochimice, care pot fi detectate si care
pot furniza informatii utile despre mecanismele de actiune a agentilor terapeutici. Din aceste
considerente, monitorizarea modificarilor, care au loc la nivel biochimic constituie o parte

importanta a cercetarii in procesul de identificare a noilor agenti activi contra fungilor patogeni.

4.1. Nivelul actual de cunoastere

De la primii agenti antifungici descoperiti — polienele - pana la cele mai noi —
echinocandinele — practic toate remediile terapeutice utilizate in tratamentul micozelor au ca
tintd de actiune peretele celular ori membrana celulara. Astfel, blocarea mecanismelor de sinteza
a componentelor structurale ale anvelopelor celulare (in primul rand a ergosterolului, glicanilor
si manoproteinelor), este unul din cele mai des intalnite mecanisme de actiune a preparatelor cu
activitate antifungicd. Sinteza insuficientd a elementelor de structurd a membranei si peretelui
celular, sinteza eronata a acestora, formarea legdturilor stabile dintre moleculele membranare si
agentii terapeutici in cele din urma compromit integritatea celulelor de fungi, ceea ce duce la
moartea lor. Multe dintre preparatele cu efect antifungic sunt orientate spre blocarea
mecanismelor de biosinteza a ergosterolului, ceea ce duce la degradarea membranelor si chiar la
ruperea lor. Primele semne ale unor modificari de acest tip constau in dereglarea permeabilitatii
membranel, care duce la eliberarea In mediul extracelular a unor componente, care in conditii
normale ar trebui sd se afle in interiorul celulelor. Printre astfel de substante este lactat
dehidrogenaza (LDH) - o enzima intracelulara, care este implicatd in ciclul glicolitic, si care
transforma acidul lactic in acid piruvic in prezenta NADH. Deteriorarea peretelui si membranei
celulare celulare la fungii patogeni si oportunist patogeni sub influenta diferitor extracte
naturale, cum este cel din usturoi, sunt vizibile la examinare atat cu microscopul optic, cat si cel
electronic. Lista de modificari morfologice provocate de preparatele cu efect antifungic la fungii

Apergillus niger, Botrytis cinerea, Botrytis paeoniae, Fusarium oxysporum, Heterosporium
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pruneti, Penicillium gladioli, Penicillium expansum, Sclerotinia sclerotiorum, include contractia
hifelor, aplatizarea lor, aparitia breselor in structura peretelui celular si Ingrosarea excesiva a
unor regiuni ale acestuia, hipertrofia partii apicale a hifelor, coagularea continutului
citoplasmatic, degradarea organitelor celulare [7, 126]. La izolatele de Trichophyton rubrum,
eugenolul, de exemplu, produce scurtarea, ingrosarea si rasucirea hifelor [128]. Si alti alcooli
monoterpenoizi produc modificdri morfologice ale hifelor fungilor miceliali dermatofiti de tipul
celor mentionate, precum si eliberarea continutului lor in mediul de cultura [129].

Extractele din diferite materiale vegetale, cum este de exemplu, extractul din usturoi,
extractele din frunzele de Casearia sylvestris si Casearia decandra reduc activitatea enzimatica
la fungii fitopatogeni din componenta rizosferei si rizoplanei, dar si a unor specii de fungi
miceliali dermatofiti [108, 162]. La Candida albicans sub influenta extractului in butanol din
Sapindus saponaria au fost inregistrate multiple modificari calitative si cantitative in spectrul
proteic. Printre proteinele/enzimele, expresia carora se modifica substantial in celulele de fungi
se numarda cele implicate in procesul de glicolizd (GPM1, ENOI1, FBA1), metabolismul
aminoacizilor (ILV5, PDC11) si sinteza proteinelor (ASC1) [53]. Influenta eugenolului si altor
alcooli monoterpenoizi asupra fungilor dermatofiti este asociata cu inhibarea biosintezei
ergosterolului, ceea ce se manifestd printr-un nivel redus al acestui component important in
biomasa tratata [128, 129].

Analiza ARN-seq la cultura de Trichophyton rubrum, tratata cu doze subletale de
acriflavind a stabilit modificarea expresiei a 69 de gene, care din punct de vedere functional sunt
implicate in reactiiile de oxidare-reducere, transportul transmembranar si legarea ionilor de
metale. Expresia genelor care sunt considerate a fi implicate in patogenitatea dermatofitilor a fost
inhibatd, ceea ce sugereaza ca acest medicament interfereaza cu virulenta dermatofitului
Trichopyton rubrum [132].

Rezultatele obtinute la tratarea culturii fungale de Cryptococcus gatti cu agenti antifungali
in diferite doze si la diferita durata demonstreaza, ca in conditiile actiunii de lunga durata in doze
inalte preparatele antifungice duc la supraacumularea speciilor reactive de oxigen si azot,
accelerarea procesului de peroxidare a lipidelor, diminuarea activitatii enzimelor antioxidante, in
primul rand a catalazei si superoxiddismutazei [52].

Din exemplele prezentate mai sus este clar, ca substantele cu efecte antifungice pronuntate
intervin in multiple verigi ale metabolismului fungal, deregland anumite procese, care sunt vitale
pentru patogenitatea culturilor si supravietuirii lor in lupta cu sistemele de protectie ale
macroorganismului atacat. In primul rand degradarilor este supus sistemul enzimatic al fungilor,

efectele fiind cele mai diverse — de la inhibarea proceselor de biosinteza a componentelor
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structurale, pana la insuficienta grava a factorilor de protectie. Pe de altd parte, se creeaza un
dezechilibru pronuntat intre procesul de formare a speciilor reactive ale oxigenului si procesul de
anihilare a lor, ceea ce duce la starea de stres oxidativ si distrugerea prin oxidare a membranelor
celulare. Aceste mecanisme sunt generale practic pentru toate substantele, care poseda activitate
antifungica, de aceea In continuare ne-am propus sa studiem modificarile induse de actiunea
remediilor antifungice selectate la etapa anterioard de cercetare. Astfel, in continuare vor fi
prezentate rezultatele ce reflecta modificarea cantitatii de lactat dehidrogenaza eliberata si de
dialdehidd malonicd ca produs final al peroxidarii lipidelor, modificarea capacitdtii antioxidante

totale si a activitdtii enzimelor antioxidante primare.

4.2. Modificarea permeabilitatii peretelui si membranei celulare la fungi sub actiunea
remediilor cu actiune antifungica

In scopul identificarii mecanismelor de actiune a substantelor cu efect antifungic asupra
celulelor - tinta au fost realizate mai multe teste biochimice, primul dintre care este testul de
determinare a lactat dehidrogenazei (LDH) eliberate. Astfel, cresterea activitatii lactat
dehidrogenazei in mediul extracelular este un indicator al actiunii toxice asupra celulelor si a
dereglarii permeabilitatii si structurii membranare. Efectul remediilor testate a fost comparat cu
cel al preparatelor antifungice de referinta. Pentru Candida albicans ATCC®10231™ au fost
luate itraconazolul si ketoconazolul, care au demonstrat efect antifungic foarte apropiat si
superior celui demonstrat de clorhidratul de naftifind. Pentru dermatofitii filamentosi au fost
utilizati itraconazolul si clorhidratul de naftifina, care, de asemenea au avut asupra acestor tulpini
actiune antifungica foarte asemanatoare, iar in cazul fungilor filamentosi oportunisti a fost luat
clorhidratul de naftifind, care a demonstrat actiune antifungica asupra tuturor celor 5 tulpini luate
in studiu. In aceasta serie de experiente cultura de fungi aflati la etapa de crestere exponentiald a
fost tratatd cu substantele evidentiate, aplicate pentru fiecare tulpind in concentratia care
corespunde CMI. Dupa separarea biomasei prin filtrare in lichidul cultural rdmas a fost
determinatd activitatea LDH.

Rezultatele obtinute pentru tulpina Candida albicans ATCC®10231™ sunt prezentate in
figura 4.1. La etapa precedentd au fost evidentiate noua substante cu actiune antifungica fatd de
aceastd tulpind, dintre care trei extracte: din frunze de nuc si din biomasa de spirulind si nostoc si
sase substante chimice noi, sintetizate de chimistii din Moldova. Concentratiile aplicate au fost
cele care corespund CMI si pot fi vazute in tabelul 3.3. Activitatea LDH eliberate creste sub
actiunea majoritatii remediilor de origine chimica si biologica si sub actiunea martorilor pozitivi

(itraconazolul si ketoconazolul) de 2,03 - 2,58 ori fata de martorul netratat (figura 4.1). Exceptie
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constituie extractele hidro etanolice din biomasa de spirulind si nostoc, care nu au provocat
mirirea activitatii LDH la candida. In toate celelalte cazuri diferenta dintre nivelul de activitate a
LDH eliberate in variantele experimentale si In martorul netratat este veridica statistic la valori
P<0,0001. Trei dintre substantele testate au demonstrat valori ale activitatii LDH eliberate la
nivelul obtinut pentru ketoconazol — extractul in etil acetat din frunze de nuc si substantele
chimice RGTM 64 si 83. Substanta BREV 1 si substanta RGTM 56 au indus o activitate veridic
mai Tnaltd a LDH eliberate (P<0,002) fata de itraconazol, care este mai toxic pentru tulpina
Candida albicans ATCC®10231™ comparativ cu ketoconazolul. O singurd substanta a
demonstrat valori mai inalte ale activititii LDH eliberate - N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-
hidroxibenziliden)-hidrazincarbotioamida (BREV1) decat a preparatului de referinta
itraconazolul. Astfel, cu exceptia extractelor hidro etanolice de 20% din biomasa standard de
spirulind si nostoc, toate substantele selectate au demonstrat efect toxic asupra tulpinii de
candida, exprimat prin cresterea de peste 2 ori a activitatii LDH eliberate in afara celulelor.
Extractul in etil acetat din frunze de nuc a avut un efect foarte apropiat de cel demonstrat de
martorii pozitivi. La fel s-au manifestat si compusii chimici noi RGTM 56, 64 si 83. Una dintre
substantele testate a demonstrat efect toxic veridic mai inalt decat ambii martori pozitivi —
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Fig. 4.1. Activitatea lactat dehidrogenazei eliberate la Candida albicans ATCC®10231™ la
actiunea substantelor selectate. 1. Extract frunze J. regia (etil acetat, 0,1); 2. BREV 1; 3. RGTM
55; 4. RGTM 56; 5. RGTM 57; 6. RGTM 64; 7. RGTM 83; 8. Extract hidro etanolic 20%
S.platensis; 9. Extract hidro etanolic 20% N.linckia; M., Itraconazol; M., Ketaconazol;

M- Martor netratat

Cel mai activ compus, care a indus cel mai inalt nivel de activitate a LDH eliberate la
Candida albicans ATCC®10231™ a fost N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)-

hidrazincarbotioamida — compus nou, fard continut de cupru. Urmatorii dupa actiunea de
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eliberare extracelulara de LDH de catre candida sunt compusii coordinativi ai cuprului cu
tiosemicarbazone substituite (RGTM 56 si 83), si o diamina aromaticd (RGTM 64). Mentionam,
ca toti compusii chimici selectati au avut efecte nocive pronuntate asupra celulelor de candida,
inducand modificarea permeabilitdtii peretelui si membranei celulare si eliberarea LDH in
mediul extracelular. Cu toate cd la unele dintre acestea efectul a fost mai putin pronuntat
comparativ cu cel al itraconazolului si a ketoconazolului, aceste substante merita a fi incluse si in
cercetdrile ulterioare, gratie nivelului scdzut de toxicitate a acestui tip de substante asupra
organismului mamiferelor.

Asupra tulpinii de dermatofiti Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™ actiune
antifungica au demonstrat 6 remedii - toate fiind extracte din diferite tipuri de materii naturale —
frunze de nuc, biomasa standard de nostoc si spirulind, biomasa de spirulind cu contiunut de
metale. Rezultatele obtinute pentru activitatea LDH eliberate de celulele acestei tulpini sub

influenta substantelor selectate sunt prezentate in figura 4.2.
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Fig. 4.2. Activitatea lactat dehidrogenazei eliberate la Trichophyton mentagrophytes
ATCC®9533™ sub actiunea substantelor selectate. 1. Extract frunze J. regia (etil acetat);
2. Extract hidro etanolic 50% S. platensis; 3. Extract hidro etanolic 20% N. linckia; 4. EE ¢o;
5. EE cq; 6. EE ¢r; M+; - Itraconazol; M+, - Clorhidrat de naftifind ; M — Martor netratat
Comparativ cu martorul netratat, in toate variantele experimentale activitatea enzimei a
fost veridic mai mare (P<0,005 in toate cazurile) — de 1,20-1,39 ori in cazul extractelor hidro
etanolice din spirulind si nostoc si de 2,36-2,85 ori in celelalte cazuri. Extractul in etil acetat din
frunze mature de nuc aplicat in concentratie de 0,2 mg/ml (vezi tabelul 3.4) duce la marirea de
2,83 ori a activitatii LDH eliberate. Extractele etanolice din biomasa de spirulind cu continut de
cadmiu si crom au asigurat obtinerea unor rezultate similare — activitatea LDH eliberate a crescut
de 2,85 si 2,77 ori respectiv. Extractul etanolic din biomasa de spirulind cu continut de cobalt are

un efect mai atenuat comparativ cu remediile deja analizate, dar toxicitatea lui fatd de
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Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™  este evidentd — nivelul activitatii LDH
extracelulare este de 2,36 ori mai mare comparativ cu martorul netratat. Ca si in cazul candidei,
extractele din biomasa standard de spirulind si nostoc nu au avut o actiune pronuntata asupra
culturii. Comparativ cu celelalte remedii cresterea activitatii LDH a fost doar de 1,20-1,39 ori.

Cu toate ca in cazul tulpinii Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™ nu au fost
depistate substante care sa manifeste un efect mai inalt de eliberare a LDH in mediul extracelular
comparativ cu martorii pozitivi utilizati (itraconazolul si clorhidratul de naftifind), totusi
rezultatele obtinute sunt destul de inalte. Extractul din frunze de nuc si cele din spirulina cu
continut de cadmiu si crom provoacd modificarea permeabilitatii membranare la tulpina analizata
de intensitate comparabild cu cea produsd de preparatele antifungice de refefinta. Toxicitatea
inalta fata de acest dermatofit a remediilor evidentiate este un motiv de a continua cercetarile n
aceasta directie.

In cazul tulpinii Trichophyton rubrum ATCC®28188™ efectul toxic al remediilor
selectate s-a manifestat prin cresterea de 2,87-3,43 ori a activitatii LDH eliberate (Figura 4.3).
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Fig. 4.3. Activitatea lactat dehidrogenazei eliberate la Trichophyton rubrum ATCC®28188™
sub actiunea substantelor selectate. 1. Extract frunze J. regia (etanol); 2. Extract frunze J. regia
(etil acetat); 3 Extract pericarp J. regia (etanol); 4. Extract hidro-etanolic 50% N. linckia;

5. EEco; 6. EE cq; 7 EE ¢r; M+; - Itraconazol; M+, - Clorhidrat de naftifina ; M — Martor netratat

Doar in cazul extractului hidro etanolic din biomasa standard de nostoc cresterea activitatii
LDH extracelulare a fost mai modestd — de 1,37 ori fatd de martorul netratat. Actiunea
extractelor din frunze de nuc (in etanol si etil acetat) si extractul in etanol din pericarpul verde au
demonstrat un efect toxic asupra tulpinii de Trichophyton rubrum ATCC®28188™, exprimat
prin cresterea de 2,87 — 3,06 ori a activitatii LDH eliberate. Cele mai active fatd de aceasta

tulpind au fost extractele etanolice din biomasa de spirulind cu continut de metale (cobalt,
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cadmiu si crom), cresterea activitatii LDH 1n aceste cazuri fiind de 3,17-3,43 ori. Doar in cazul
extractului hidro etanolic din biomasa standard de nostoc cresterea activitatii LDH extracelulare
a fost mai modesta — de 1,37 ori fatd de martorul netratat. Actiunea extractelor din frunze de nuc
(in etanol si etil acetat) si extractul n etanol din pericarpul verde au demonstrat un efect toxic
asupra tulpinii de Trichophyton rubrum ATCC®28188™, exprimat in cresterea de 2,87 — 3,06
ori a activitatii LDH eliberate. Cele mai active fatd de aceasta tulpind au fost extractele etanolice
din biomasa de spirulind cu continut de metale (cobalt, cadmiu si crom), cresterea activitatii
LDH in aceste cazuri fiind de 3,17-3,43 ori. Extractul etanolic din biomasa de spirulind cu
continut de cobalt (EEc,) a avut un efect mai pronuntat asupra culturii Trichophyton rubrum
ATCC®28188™, gactivitatea LDH 1in acest caz fiind veridic mai 1naltd decit in cazul
itraconazolului (P=0,019) si a clorhidratului de naftifina (P=0,004).

Nivelul de activitate al LDH eliberate de catre cultura Microsporum canis

ATCC®36299™ sub influenta remediilor selectate este prezentata in figura 4.4.
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Fig. 4.4. Activitatea lactat dehidrogenazei eliberate la Microsporum canis ATCC®36299™ sub
actiunea substantelor selectate. 1. Extract frunze J. regia (etanol); 2. Extract hidro etanolic 70%
S. platensis; 3 Extract hidro etanolic 20% N. linckia; 4. Extract hidro etanolic 70% N. linckia;
5. EE co; 6. EE ¢q; M+, - Itraconazol; M+, - Clorhidrat de naftifina ; M — Martor netratat

Cu exceptia extractelor hidro etanolice din biomasa standard de spirulina si nostoc, care nu
au modificat semnificativ activitatea LDH eliberate, remediile selectate au provocat o crestere a
indicelui dat de 2,54 — 3,19 ori. Extractul in etanol din frunzele mature de nuc si extractele
etanolice din biomasa de spirulina cu cobalt si cadmiu duc la o marire a nivelului de activitate a
LDH pana la valori, care nu se deosebesc semnificativ de cele obtinute la actiunea
itraconazolului. Rezultatele obtinute la actiunea extractului etanolic din biomasa de spirulind cu
continut de cadmiu sunt semnificativ mai inalte fatd de cele obtinute la actiunea celui de al doilea

martor pozitiv — clorhidratul de naftifina (P<0,005).
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Extractele hidro etanolice din biomasa de spirulina si nostoc, ca si in cazurile examinate
anterior, nu au manifestat efect de dereglare a permeabilitatii peretelui si membranei celulare,
astfel, cd nu a fost inregistratd madrirea activitdtiic LDH eliberate. Prezinta interes extractul
etanolic din frunzele de nuc, care la tulpina de dermatofiti Microsporum canis ATCC®36299™
produce efecte de aceiasi intensitate ca si itraconazolul.

Tulpina Microsporum gypseum ATCC®24102™ este supusa acelorasi modificari sub
actiunea remediilor selectate in experientele descrise in capitolul 3. Sase substante au manifestat
actiune antifungicad inalta fatad de aceasta — extractul in etil acetat din frunzele mature de nuc,
extractul etanolic din pericarpul verde de nucd, extractele hidro etanolice din biomasa de
spirulind si nostoc si extractele etanolice din biomasa de spirulina, ce contine cobalt si crom.
Concentratiile aplicate in experientd sunt prezentate in tabelul 3.7. Rezultatele obtinute pot fi
vazute in figura 4.5. Extractele hidro etanolice din spirulina si nostoc nu au dus la modificarea
activitatii lactat dehidrogenazei eliberate, iar in toate celelalte cazuri — remedii selectate si
martorii pozitivi — marirea acestui indicator a fost esentiala — de 3,29 - 3,49 ori fata de martorul
netratat. Nivelul de activitate al lactat dehidrogenazei eliberate la tulpina Microsporum gypseum
ATCC®24102™ sub actiunea extractelor etanolice din biomasa de spirulind cu continut de
metale (cobalt si crom) nu s-a deosebit semnificativ de cel obtinut sub actiunea itraconazolului si

a clorhidratului de naftifina.
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Fig. 4.5. Activitatea lactat dehidrogenazei eliberate la Microsporum gypseum ATCC®24102™
sub actiunea substantelor selectate.1. Extract frunze J. regia (etil acetat); 2. Extract pericarp J.
regia (etanol); 3. Extract hidro etanolic 20% S. platensis; 4. Extract hidro etanolic 20% N.
linckia; 5. EE ¢o; 6. EE ¢r; M+, - Itraconazol; M+, - Clorhidrat de naftifina ; M — Martor netratat

La fel si extractele din frunze si pericarp de nuc produc sporirea activitatii LDH la

Microsporum gypseum pana la nivele, care nu se deosebesc semnificativ de cele obtinute la

actiunea itraconazolului si a clorhidtarului de naftifind. Asa dar, extractele din masa vegetala de
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nuc si extractele din diferite tipuri de biomasa de spirulind si nostoc prezinta interes in calitate de
remedii cu actiune antifungicd, exprimatd inclusiv si prin dereglarea permeabilitdtii peretelui si
membranei celulare la fungi patogeni.

Actiunea remediilor selectate asupra fungilor filamentosi oportunist patogeni a fost
comparata cu cea a clorhidratului de naftifind. Fatd de tulpina de colectie Aspergillus fumigatus
CNM-FA-02 actiune antifungica inaltd au avut extractele hidrice si etanolice din biomasa de
spirulind cu continut de metale. Rezultatele obtinute la determinarea activitatii LDH

extracelulare sunt prezentate in figura 4.6.
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Fig. 4.6. Activitatea lactat dehidrogenazei eliberate la Aspergillus fumigatus CNM-FA-02 sub
actiunea substantelor selectate. 1. EEcq; 2. EEcy; 3. EHcg; 4. EHcr; M. - Clorhidrat de naftifina;
M — Martor netratat

Marirea activitatii LDH eliberate la cultura de Aspergillus fumigatus CNM-FA-02 in
mediul extracelular a fost observatd la actiunea tuturor celor 5 remedii selectate. Valorile
obtinute au fost de 1,63 - 2,44 ori mai mare la actiunea extractelor din spirulina si de 2,45 mai
mare la actiunea martorului pozitiv — clorhidratul de naftifina — fatd de martorul netratat. Nici
unul din extractele testate nu a avut o actiune mai pronuntatd asupra activitatii LDH decat
martorul pozitiv, dar extractul etanolic din biomasa de spirulind cu continut de crom provoacd o
crestere a activitatii LDH eliberate la nivelul martorului pozitiv, fara deosebiri veridice din punct
de vedere statistic. Cel mai putin pronuntat efect toxic l-a avut asupra tulpinii Aspergillus
fumigatus CNM-FA-02 extractul hidric din biomasa cu continut de crom, dar si in acest caz
diferenta valorilor experientei si martorului netratat este semnificativa (P<0,001).

Fatd de tulpina de colectie Mucor vulgaris CNMN-FD-07 au fost testate sapte extracte
hidrice si etanolice din biomasa de spirulind cu continut de metale. Actiunea acestora asupra
activitatii LDH eliberate a fost comparatd cu actiunea clorhidratului de naftifind. Toate remediile
testate si martorul pozitiv au provocat o crestere substantiald a activitatii enzimei de 1,27 — 3,41

ori fatd de martorul netratat (pentru substantele 1 si 2 P=0,019 si P=0,010 respectiv, iar in toate

107



celelalte cazuri P<0,001). Actiunea clorhidratului de naftifind a produs o mérire a activitatii

LDH extracelulare de 1,91 ori.
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Fig. 4.7. Activitatea lactat dehidrogenazei eliberate la Mucor vulgaris CNMN-FD-07 sub
actiunea substantelor selectate. 1. EEzn; 2. EEge; 3. EEcq; 4. EEcy; 5. EHco; M+ — Clorhidrat de
naftitifina, M- Martor netratat

Doua dintre remediile selectate, si anume extractele etanolice din biomasa de spirulina cu
continut de cadmiu si crom, fiind aplicate in concentratii care corespund CMI (vezi tabelul 3.8)
au dus la o marire a nivelului de activitate al lactat dehidrogenazei eliberare de 1,52 si 1,76 ori
respectiv fata de cea provocatd de martorul pozitiv — preparatul antifungic clorhidratul de
naftifind. Astfel, tulpina de colectie Mucor vulgaris CNMN-FD-07 s-a dovedit a fi foarte
sensibild la actiunea extractelor din biomasa de spirulina cu continut de metale. Aceste rezultate
sunt cu atat mai Imbucuratoare, cu cat reprezentantii genului Mucor sunt cunoscuti in calitate de
agenti ai infectiilor oportuniste, care se supun cu greu tratamentelor.

Activitatea lactat dehidrogenazei eliberate la tulpina de colectie Penicillium expansum

CNMN-FD-05 sub influenta remediilor antifungice este prezentata in figura 4.8.
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Fig. 4.8. Activitatea lactat dehidrogenazei eliberate la Penicillium expansum CNMN-FD-05 sub
actiunea substantelor selectate. 1. EEcy; 2. EEc,; 3. EHcq; 4. EHco; 5.EHc,; M. — clorhidrat de
naftitifind, M- martor netratat
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Extractele hidrice si etanolice din biomasa cu continut de cadmiu, cobalt si crom s-au
manifestat ca preparate cu efecte antifungice fata de tulpina Penicillium expansum CNMN-FD-
05. La aplicarea extractelor etanolice din biomasa cu continut de cadmiu si crom activitatea LDH
eliberatd in mediul extracelular a fost de 3,46 si 2,66 ori respectiv mai mare decat in cazul
martorului, dar nici una dintre variantele testate nu a inregistrat valori mai inalte decat cele
obtinute la tratarea culturii cu clorhidratul de naftifind. Extractele hidrice cu continut de cobalt,
crom si cadmiu de asemenea au dus la dereglarea permeabilitatii membranare la penicilium,
exprimata prin eliminarea intensd a LDH. In cazul extractului hidric cu cadmiu activitatea LDH
este la nivelul probei cu clorhidrat de naftifina (valorile obtinute nu se deosebesc veridic).

Figurile 4.9 si 4.10 reprezinta activitatea lactat dehidrogenazei extracelulare la actiunea
extractelor de spirulind asupra tulpinilor izolate din microflora spontana Fusarium oxysporum

FO1 si Fusarium solani FSO1.
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Fig. 4.9. Activitatea lactat dehidrogenazei eliberate la Fusarium oxysporum FO1 sub actiunea
substantelor selectate. 1. EEcq; 2. EEcy; 3. EHcq; 4. EHco; 5. EHcr; My — Clorhidrat de naftifina;
M — Martor netratat

M1+

Substanta

= N W s

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Activitatea LDH, U/L

Fig. 4.10. Activitatea lactat dehidrogenazei eliberate la Fusarium solani FSO1 sub actiunea
substantelor selectate. sol LDH. 1. EEcy; 2. EEco; 3. EEcy; 4. EHcy; M+ - Clorhidrat de naftifina;
M — Martor netratat
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Extractele din biomasa de spirulind cu continut de metale au provocat cresterea activitatii
lactat dehidrogenazei eliberate de catre cultura Fusarium oxysporum FO1, nivelul careia il
depaseste pe cel din martorul netratat de 1,59 -2,12 ori. Actiunea preparatului antifungic de
referinta — clorhidratul de naftifind duce la marirea acestui parametru de 1,56 ori fatd de martor.
Trei dintre remediile testate (extractul etanolic din biomasa cu cadmiu si extractele hidrice din
biomasa cu cobalt si crom) au demonstrat un nivel de toxicitate mai inalt decat cel al
clorhidratului de naftifina veridic din punct de vedere statistic (P<0,001 pentru toate trei cazuri).
Fatd de izolatul natural Fusarium solani FSO1 efect toxic exprimat prin eliberarea lactat
dehidrogenazei in mediul extracelular au avut patru extracte din biomasa de spirulind — extractele
etanolice din biomasa cu continut de cadmiu, cobalt si crom si extractul hidric din biomasa de
spirulind cu continut de cadmiu. Actiunea acestor remedii duce la marirea de 1,8 — 2,9 ori a
activitatii LDH eliberate. Cu toate cd valorile obtinute sunt destul de nalte, nici unul dintre
extracte nu a atins valorile indicate de clorhidratul de naftifind, care cu exceptia extractului
etanolic din biomasa de spirulind cu continut de cadmiu, au rimas veridic mai mici. In cazul
extractului EEcq valorile activitatii LDH nu se deosebesc veridic din punct de vedere statistic
(P>0,05) de cele obtinute in cazul clorhidratului de naftifina.

Ca si in cazul acestor doud culturi de fungi, potential toxic mai inalt poseda extractele
etanolice cu continut de cadmiu, cobalt si crom, si extractul hidric din biomasa cu continut de
cadmiu care provoaca eliminarea activdi a LDH in mediul extracelular. Toate variantele
experimentale au aratat valori de activitate LDH de pana de 2,9 ori mai mari decat in proba
martor, iar varianta de extract etanolic cu continut de cadmiu asupra Fusarium oxysporum FO1
are un efect toxic mai inalt decat clorhidratul de naftifina, activitatea LDH eliberate fiind de 1,36
ori mai mare ca In cazul martorului pozitiv. Si extractele hidrice din aceste tipuri de biomasa au
dus la cresterea activitatii LDH eliberate, dar numai in cazul culturii de Fusarium oxysporum
FO1. Doar extractul hidric din biomasa cu continut de cadmiu a avut efect toxic si asupra tulpinii
Fusarium solani FSO1.

Compromiterea integritdtii peretelui si membranei celulare a fost confirmatd si prin
examenul microscopic (Figurile 4.11 si 4.12). Timp de 24 ore de contact al culturii de fungi cu
concentratii ce corespund CMI a remediilor antifungice selectate, au loc modificari morfologice,
care pot fi observate la microscop. Cea mai des intalnitd modificare constd in fragmentarea
miceliului. In figura 4.11 sunt prezentate imaginile tipice pentru cultura netratati si alaturi —

imaginile tipice ale culturii dupa contactul cu remediile antifungice selectate.
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Fig. 4.11. Modificari morfologice ale fungilor miceliali oportunist patogeni, provocate de
actiunea remediilor cu efect antifungic.
Aspergillus fumigatus CNM-FA-02: A - Martor; B — Tratat cu EE.4, Mucor vulgaris
CNMN-FD-07: C - Martor, D — Tratat cu EE.q) Fusarium oxysporum FO1: E - Martor;
G — Tratat cu EEcg; Penicillium expansum CNMN-FD-05: H — Martor; | — Tratat cu
EHcq (Autori foto Lebedenco L., Oltu lu.);

111



Fig. 4.12. Modificari morfologice ale miceliului fungilor dermatofiti, provocate de actiunea
actiunea remediilor cu efect antifungic. A - Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™ tratat
cu EEcq; B — Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™ tratat cu EEc,; C- Trichophyton
rubrum ATCC®28188™ tratat cu EECd; D - Trichophyton rubrum ATCC®28188™ tratat cu
EEc, (Autori foto Lebedenco L., Oltu lu.)

O alta categorie de modificdri care pot fi usor observate in culturile fungice tratate cu
agenti antifungici este revarsarea partiald ori totald a continutului celular ca urmare a
deteriordrilor grave ale peretelui si membranei celulare. In imaginile din figura 4.12 pot fi vazute
fragmente de hife lipsite de continut total (figura 4.12, C) ori partial (figura 4.12, A,B,D).

Modificarea permeabilitatii membranelor celulare si deteriorarea structurilor peretelui si
membranelor celulare sunt niste mecanisme generale, comune pentru majoritatea substantelor
care au efect antifungic asupra tulpinilor testate. Indiferent de tulpina de fungi patogeni ori de
tipul de remediu aplicat, in variantele experimentale a fost Inregistrata o crestere semnificativa si
veridicd din punct de vedere statistic a activitatii LDH eliberate, ceea ce indicd asupra
modificarii permeabilitdtii si posibil, deteriorarea membranei celulare. Exceptie au prezentat
doar extractele hidro etanolice din biomasa de spirulind si nostoc, care au inhibat cresterea
fungilor levuriformi si a celor filamentosi dermatofiti, dar nu au provocat marirea activitatii LDH
eliberate. Pentru acest tip de extracte sunt necesare cercetdri suplimentare, care sd permita

evidentierea tintelor si mecanismelor posibile de actiune.
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4.3. Activitatea antioxidanta totala si intensitatea proceselor de oxidare la tulpinile de fungi
sub influenta remediilor chimice si biologice

Patogenitatea microorganismelor in mare masurd depinde de capacitatea acestora de a se
proteja de factorii imuni eliberati de macroorganismul afectat. Unul dintre mecanismele generale
de protectie contra patogenilor este producerea unor cantitati importante de radicali liberi, care
induc procese oxidative destructive in culturile agresoare. Ca rezultat se produc modificari
oxidative care pot fi cuantificate in baza produselor finale ale oxidarii, cum este dialdehida
malonica. Capacitatea antiradicalica totald este un parametru care caracterizeaza abilitatea
culturilor de fungi de a elimina radicalii liberi si de a supravietui. Astfel, pentru a evalua efectele
produse de remediile chimice si biologice, in lucrare S-a tinut cont atat de intensitatea proceselor
oxidative, cat si de capacitatea de protectie antioxidanta in culturile de fungi patogeni.

In scopul determinarii capacitatii antioxidante totale a fost selectat testul ABTS (testul de
reducere a radicalului cation al 2,2 azinobis 3-etilbenzotiazolina-6 a acidului sulfonic). Acest test
a fost selectat din mai multe considerente. In primul rand el poate fi aplicat pentru aprecierea
activitatii antioxidante totale a extractelor complexe, care contin mai multe componente active.
in al doilea rand aceastd metoda este consideratd una dintre cele mai flexibile si poate fi aplicata
in conditii variate de pH, inclusiv in medii acide. in al treilea rand reactivul ABTS este solubil
atat in apa, cat si In solventi organici, ceea ce extinde domeniile de aplicare a testului. Si nu in
ultimul rand, reactia dintre reactiv si componentele antioxidante ale extractelor testate decurge
destul de rapid, ceea ce este foarte comod din punct de vedere practic. Rezultatele testului de
asemenea pot fi exprimate in mai multe moduri (% inhibitie ABTS", TEAC — echivalentul trolox
al capacitatii antioxidante), ceea ce permite compararea rezultatelor obtinute de diferiti
cercetatori pentru diferite tipuri de materiale biologice analizate [12, 154, 171, 172, 175].

Pentru monitorizarea intensitatii proceselor de oxidare a fost ales un test care evidentiaza
produsele finale ale peroxidarii lipidelor — testul TBARS (test care cuantificd produsele de
reactic ale acidului tiobarbituric), si care permite de a determina cantitatea de dialdehida
malonica (DAM). Acest test este cel mai frecvent aplicat si prezinta cea mai simpla metoda
utilizata ca indicator al intensitatii peroxidarii lipidelor si activitatii radicalilor liberi in probele
biologice. Testul se bazeaza pe reactia dintre doua molecule de acid tiobarbituric cu o molecula
de dialdehida malonica, o aldehida cetonica produsa fiziologic prin descompunerea peroxidativa
a acizilor grasi nesaturati [123]. DAM este unul dintre cei mai cunoscuti si recunoscuti marcheri
ai peroxidarii lipidelor atat in experientele biomedicale, cat si in cele clinice [107, 163]. Aici este
vorba despre DAM produsa pe calea nonenzimatica, care este consideratd a fi urmare a actiunii

conditiilor de stres si are capacitate mare de reactie cu mai multe biomolecule, cum ar fi
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proteinele sau ADN [16]. Productia excesiva DAM este asociata cu diferite stari patologice
[160]. Identificarea productici DAM ca rezultat al procesului de peroxidare a lipidelor este
reflectatd In numeroase cercetari. Astfel, in octombrie 2016 numarul de articole la aceasta tema
in baza de date PubMed era de peste 18 mii.

In continuare sunt prezentate rezultatele obtinute la aplicarea testelor ABTS si TBARS
asupra extractelor din culturile de fungi supusi actiunii remediilor antifungice selectate. Pentru
comoditatea interpretarii rezultatelor obtinute diagramele ce urmeaza au inclus valori relative (%
fatd de martor), iar pentru o imagine corectd asupra rezultatelor pentru martor vor fi indicate si
valorile absolute.

Figura 4.13 reflectd modificarea cantitdtii de DAM si a capacitatii antioxidante totale in
cultura de Candida albicans ATCC®10231™ sub influenta remediilor antifungice testate.
Cantitatea de DAM 1n proba martor a constituit 5,26+0,38 nM/g, iar capacitatea antioxidantd a
constituit 36,57+0,86 % inhibitie ABTS .
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Fig. 4.13. Activitatea antioxidanti totali (test reducere ABTS ) si cantitatea dialdehidei
malonice la Candida albicans ATCC®10231™ sub influenta substantelor selectate. 1. Extract
frunze J. regia (etil-acetat); 2. Brev 1; 3. RGTM 55; 4. RGTM 56; 5. RGTM 57; 6. RGTM 64; 7.
RGTM 83; 8. Extract hidro etanolic 20% S.platensis; 9. Extract hidro etanolic 20% N.linckia;
Ms. Itraconazol; M,. Ketoconazol

Cantitatea DAM in biomasa de candida, tratata cu dozele ce corespund CMI ale remediilor
antifungice selectate a crescut comparativ cu martorul netratat cu 21,96-103,59%. Itraconazolul
si ketoconazolul au indus cresterea cantitatii DAM de 1,75 si 1,85 ori respectiv. Cea mai mica
crestere a cantitdtii DAM a fot observatd in biomasa tratatd cu extractele hidro etanolice din
biomasa de spirulina si nostoc (cu 21,96 si 24,17% respectiv). In toate celelalte cazuri cresterea
cantitatii de dialdehidd malonica a fost de peste 1,5 ori comparativ cu martorul netratat. Unul

dintre compusi a produs o crestere veridic mai inaltd a cantitatii DAM (P<0.01) fatd de ambii
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martori pozitivi. Acesta este compusul RGTM 83 — unul dintre compusii coordinativi ai cuprului
cu o tiosemicarbazona substituita (anexa 1).

Paralel cu cresterea cantitatii de DAM are loc o scadere substantiald a capacitatii
antioxidante totale a biomasei de candida sub actiunea substantelor antifungice aplicate, cu
exceptia extractelor hidro etanolice din spirulind si nostoc. Aceste doud remedii naturale au avut
un efect de sporire a activitatii antioxidante la candida. Extractul in etil acetat din frunzele de nuc
si compusii chimici ai cuprului cu tiosemicarbazonele substituite au provocat o scadere a
activitatii antiradicalice cu 14,64 -26,28% fata de martorul netratat. Cel mai semnificativ efect in
acest sens l-au avut martorii pozitivi care au provocat reducerea capacitatii antioxidante totale in
biomasa de Candida albicans ATCC®10231™ cu 37,6% - 44,3%.

Figura 4.14 reflecta rezultatele obtinute pentru cultura Trichophyton mentagrophytes
ATCC®9533™ Ja actiunea remediilor antifungice. Cantitatea de dialdehidd malonicd in martor a

fost de 2,50+0,12 nM/g, iar capacitatea antioxidanta totald a fost de 35,05+ % inhibitie ABTS".
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Fig. 4.14. Activitatea antioxidanti (test reducere ABTS ) si cantitatea dialdehidei malonice la
Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™ sub influenta substantelor selectate. 1. Extract
frunze J. regia (etil acetat); 2. Extract hidro etanolic 50% S. platensis; 3. Extract hidro etanolic
20% N. linckia; 4. EE ¢o; 5. EE ¢q; 6. EE ¢r; M1+ - Itraconazol; M. - Clorhidrat de naftifina ;

Cel mai pronuntat efect de intensificare a peroxidarii lipidice la Trichophyton
mentagrophytes ATCC®9533™ |-a avut itraconazolul, actiunea caruia a produs o crestere a
cantitatii DAM cu 115,6% fatda de martorul netratat. Efecte valorice foarte apropiate au
manifestat clorhidratul de naftifind si extractul in etil acetat din frunzele de nuc, care au produs o
Crestere cu 62,6 si 65,3% respectiv. Extractele etanolice din biomasa de spirulind cu continut de
cadmiu, cobalt si crom au produs o crestere a cantitdtii DAM cu 25,9-45,2% fatd de martorul
netratat. Extractele hidro etanolice din biomasa de spirulina si nostoc nu au produs modificarea

cantitatii DAM. La fel, aceste extracte nu au modificat veridic nici capacitatea antioxidanta totala
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a biomasei de Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™ . Ambii martori pozitivi si extractul
etanolic din biomasa de spirulind cu continut de crom au avut efecte asemanatoare asupra
capacitatii antioxidante totale a biomasei, reducand-o cu 64,2-66,7% fatd de martorul pozitiv.

O crestere foarte importantd a cantitatii de dialdehida malonica a fost inregistrata la tulpina
Trichophyton rubrum ATCC®28188™ sub actiunea remediilor antifungice selectate (figura 4.15). in
biomasa martorului netratat cantitatea DAM a constituit 5,5340,35 nM/g, iar in biomasa tratata
cu extracte din frunze si pericarp de nuci si din spirulind cu continut de cobalt cadmiu si crom
aceasta creste de 2,0 - 2,3 ori. Si in cazul actiunii martorilor pozitivi valorile DAM au fost in
limita acestor valori. Exceptie a prezentat extractul hidro etanolic din biomasa de nostoc, care nu

a produs intensificarea procesului de peroxidare lipidica.
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Fig. 4.15. Activitatea antioxidanti totala (test reducere ABTS ™) si cantitatea dialdehidei
malonice la Trichophyton rubrum ATCC®28188™ sub influenta substantelor selectate. 1.
Extract frunze J. regia (etanol); 2. Extract frunze J. regia (etil acetat); 3 Extract pericarp J. regia
(etanol); 4. Extract hidro etanolic 50% N. linckia; 5. EE co; 6. EE ¢q; 7 EE ¢; M1+ - Itraconazol,
Mo, - Clorhidrat de naftifina

La fel de omogen a fost efectul remediilor selectate si asupra capacitatii antioxidante totale
la cultura de Trichophyton rubrum ATCC®28188™. Cu exceptia extractului hidro etanolic din
nostoc, substantele testate au produs scaderea capacitdtii de reducere a radicalilor cu 40,0 —
50,7% fatd de martorul netratat, in care capacitatea antioxidanta totald a fost de 31,38+0,50%
inhibitie ABTS". Diferentele inregistrate pentru extractele din frunze si pericarp de nuci, din
biomasa de spirulind cu continut de metale si pentru ambii martori pozitivi au fost neveridice din

punct de vedere statistic.
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Figura 4.16 reflecta rezultatele obtinute pentru cultura de fungi filamentosi dermatofiti
Microsporum canis ATCC®36299™. In martorul netratat cantitatea de DAM a constituit 2,56+
0,21 nM/g, iar capacitatea antioxidanta totala a fost la nivelul de 35,10+1,23 % inhibitie ABTS".
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Fig. 4.16. Activitatea antioxidanti totala (test reducere ABTS ™) si cantitatea dialdehidei
malonice la Microsporum canis ATCC®36299™ sub influenta substantelor selectate. 1. Extract
frunze J. regia (etanol); 2. Extract hidro etanolic 70% S. platensis; 3 Extract hidro etanolic 20%

N. linckia; 4. Extract hidro etanolic 70% N. linckia; 5. EE ¢o; 6. EE cq; M1+ - Itraconazol;

M, - Clorhidrat de naftifina

In cazul culturii Microsporum canis ATCC®36299™ extractele hidro etanolice din
biomasa de nostoc si spirulind au produs o crestere moderata, dar veridicd din punct de vedere
statistic (P<0.001) cu 18,27 — 24,17% a cantitatii de DAM in biomasa. Intraconazolul si
clorhidratul de naftifind au produs o crestere cu 99,16 si 104,33% a DAM fatd de martorul
pozitiv. Si in cazul extractelor etanolice din frunze de nuc si biomasa de spirulind cu continut de
cobalt si cadmiu cresterea continutului DAM a fost destul de importanta — cu 74,0 — 92,5%
comparativ cu martorul netratat. Capacitatea antioxidantd totald a biomasei de Microsporum
canis ATCC®36299™ sub influenta remediilor selectate a scazut. Extractele hidro etanolice au
avut o actiune moderatd (cu o scadere de pand la 10% a capacitatii de inhibitie a radicalului
cation ABTS), iar martorii pozitivi au redus capacitatea antioxidantd a culturii cu 25,81%
(itraconazolul) si 44,56% (clorhidratul de naftifind). Extractele etanolice au provocat reducerea
cu peste 40% a capacitatii antioxidante a biomasei de fungi. Cel mai activ in acest sens a fost
extractul etanolic din biomasa de spirulind cu continut de cadmiu, care a produs o scadere a
capacitatii antiradicalice cu 59,37% fata de martorul netratat si veridic mai puternica (P<0,001)
fatd de ambii martori pozitivi.

Figura 4.17 contine rezultatele obtinute in cadrul testelor TBARS si ABTS pentru cultura
de fungi dermatofiti Microsporum gypseum ATCC®24102™, Martorul netratat a continut
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6,844+0,33 nM DAM pe gram de biomasa, iar in variantele experimentale a fost inregistrata o
crestere veridica a nivelului dialdehidei malonice cu 7,39 -88,29%. Cel mai moderat efect asupra
intensificarii peroxidarii lipidice 1-au avut, ca si in cazurile precedente, extractele hidro etanolice
din biomasa de spirulind si nostoc (7,39 -7,96%). Martorii pozitivi au demonstrat efecte foarte
diferite. Astfel, itraconazolul a dus la cresterea DAM cu 13,32%, iar clorhidratul de naftifina —
cu 88,29%. Extractele din frunze si pericarp de nuca au fost veridic mai active fata de itraconazol

(P<0,001), la fel si extractele etanolice din biomasa de spirulind cu continut de cobalt si crom.
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Fig. 4.17. Activitatea antioxidanti total3 (test reducere ABTS ") si cantitatea dialdehidei
malonice la Microsporum gypseum ATCC®24102™ sub influenta substantelor selectate.
1. Extract frunze J. regia (etil acetat); 2. Extract pericarp J. regia (etanol); 3. Extract hidro
etanolic 20% S. platensis; 4. Extract hidro etanolic 20% N. linckia; 5. EE ¢,; 6. EE ¢;
Mi+ - Itraconazol; My, - Clorhidrat de naftifina
Capacitatea antioxidantd totala a martorului netratat de Microsporum gypseum
ATCC®24102™ a fost de 32,66+0,72% inhibitie ABTS . Extractul hidro etanolic din spirulini
nu a modificat veridic acest parametru, iar cel din nostoc I-a modificat prin crestere moderata cu
8,36%. In toate celelalte cazuri capacitatea antioxidantd a culturii de patogeni a fost redusi
semnificativ cu 22,56 -44,25% fata de martorul netratat. Extractul etanolic din pericarpul de nuci
a provocat reducerea capacitdtii antioxidante cu 22,56, iar in toate celelalte cazuri efectul de
reducere a capacitatii antioxidante totale a fost destul de omogen, fard deosebiri semnificative
intre variante.
In biomasa martorului netratat de Penicillium expansum CNMN-FD-05 cantitatea DAM a
constituit 6,50+0,13 nM/g, iar capacitatea antioxidantd — 31,14+2,38% reducere ABTS .
Devierile de la aceste valori sub influenta extractelor din biomasa de spirulind cu continut de

metale sunt prezentate in figura 4.18.
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Fig. 4.18. Activitatea antioxidanti totala (test reducere ABTS ) si cantitatea dialdehidei
malonice la Penicillium expansum CNMN-FD-05 sub influenta substantelor selectate. 1. EHcg;
2. EHcr; 3. EHco; 4. EEcq; 5. EE¢y, M. - Clorhidrat de naftifina

Cea mai mare cantitate de DAM — cu 100,85% mai mare decat in martorul netratat - a fost
obtinutd in cultura de Penicillium expansum CNMN-FD-05 sub influenta clorhidtatului de
naftifina. Extractele din biomasa de spirulina cu continut de metale au avut efecte comparabile,
ridicand continutul de dialdehida malonica cu 72,36 — 83,85% fata de martorul netratat. Valorile
obtinute in cazul actiunii remediilor biologice nu se deosebesc veridic intre ele, dar sunt
semnificativ mai mici (P<0,01) decat cele obtinute pentru martorul pozitiv. Capacitatea
antioxidantd a fungilor filamentosi Penicillium expansum CNMN-FD-05 a scazut la actiunea
extractelor din biomasa de spirulind cu continut de metale cu 31,90 — 37,46%, iar la actiunea
clorhidratului de naftifind — cu 44,48% fata de martorul netratat.

Rezultate destul de uniforme au fost obtinute si in cazul culturii Mucor vulgaris CNMN-
FD-07 (figura 4.19). In biomasa martorului cantitatea de dialdehida malonica a fost de 3,95+0,23
nM/g, iar capacitatea antioxidanti totald a constituit 24,62+1,16% inhibitie ABTS *. Martorul
pozitiv a provocat o crestere a cantitatii DAM cu 82,66%, iar actiunea extractelor din biomasa de
spirulina cu continut de metale a provocat cresterea acestui parametru cu 76,92 — 99,52% fata de
martorul netratat. In cazul extractelor hidric din biomasa cu continut de cadmiu si etanolic din
biomasa cu continut de fier cantitatea de DAM in biomasa de Mucor vulgaris CNMN-FD-07 a
fost veridic mai inaltd decat in cazul martorului pozitiv (P<0,01). Capacitatea antioxidanta totala
a biomasei a scazut mai putin decét la celelalte tulpini examinate — cu 21,87 — 29,62% fatd de
nivelul martorului netratat.

In biomasa martorului culturii de Aspergillus fumigatus CNM-FA-02 DAM constituie
5,17+0,39 nM/g, iar capacitatea antioxidanti totald este de 74,0+1,94% inhibitie ABTS *. Sub

influenta remediilor testate cantitatea de DAM creste cu 61,87 — 85,22% fatd de martorul netratat
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(Figura 20 A). Dintre extractele utilizate efect maximal a avut extractul hidric din biomasa cu

continut de cadmiu. Cresterea DAM 1n acest caz nu se deosebeste semnificativ de cea

inregistrata la actiunea clorhidratului de naftifina.
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Fig. 4.19. Activitatea antioxidanti totali (test reducere ABTS ") si cantitatea dialdehidei
malonice la Mucor vulgaris CNMN-FD-07 sub influenta substantelor selectate. 1. EHco; 2. EEcyg;
3. EEcr; 4. EEZ,; 5. EEge, M. - clorhidrat de nafrifina
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Extractele din spirulina cu continut de metale, la fel ca si clorhidratul de naftifind produc

diminuarea semnificativa a activitatii antioxidante totale la Aspergillus fumigatus CNM-FA-02 —

cu 45,98 — 56,64% fata de martor. Izolatele naturale de Fusarium de asemenea au suferit anumite

modificari sub influenta extractelor din biomasa de spirulind cu continut de metale. In cazul

Fusarium oxysporum FO1 martorul contine 1,

7540,19 nM dialdehidd malonica la gram de

biomasa, iar capacitatea antioxidantd totald constituie 33,76+0,73 % inhibitie radical cation

ABTS (Figura 20 B). Cresterea cantitdtiic DAM a fost de 30,23 — 93,31% fatd de martor.
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Clorhidratul de naftifind a dus la cresterea DAM cu 37,43%, iar extractele hidric si etanolic din
biomasa de spirulind cu continut de crom au dus la o crestere veridic mai naltd decat in cazul
martorului pozitiv (P<0,001) de 67,72 si 93,31% respectiv. Scaderea capacitatii antioxidante
totale la aceasta tulpind a constituit 39,24 — 48,66%, cel mai semnificativ rezultat fiind in cazul
martorului pozitiv.

La martorul culturii Fusarium solani FSO1 valorile absolute ale DAM si testului TBARS
au fost foarte asemanatoare cu cele obtinute pentru precedenta culturd (DAM — 1,32+0,09 nM/g,
TBARS — 33,62+1,74% inhibitie ABTS™). Sciderea capacitdtii antioxidante a constituit 39,6 —
45,8% fata de martor, cea mai joasda valoare fiind in cazul martorului pozitiv (figura 20 C).
Cresterea DAM a constituit 20,46 — 42,45%, cea mai importantd majorare fiind Inregistrata in
cazul extractului etanolic din biomasa de spirulind cu continut de cadmiu, veridic superioara
(P<0,001) celei provocate de martorul pozitiv.

Analizand efectul remediilor antifungice de origine chimica si biologica asupra fungilor
levuriformi si filamentosi in aspect de modificare a capacitatii antioxidante totale si intensitatii
procesului de peroxidare lipidica putem mentiona, cd majoritatea acestora au avut efecte
similare, care s-au deosebit in mare masura doar prin intensitate. Astfel, cu exceptia extractelor
hidro etanolice din biomasa de spirulind si nostoc, remediile studiate au provocat intensificarea
semnificativd a procesului de peroxidare a lipidelor, exprimatd prin cresterea cantititii de
dialdehidd malonica in biomasa patogenilor. La fel, cu exceptia extractelor mentionate, toate
celelalte remedii testate au provocat o scddere substantiald a capacitatii antioxidante. Aceste
efecte duc la diminuarea capacitatii vitale a culturilor de fungi studiati, ceea ce explica intr-0

anumita masura efectul antifungic al remediilor de origine chimica si biologica testate.

4.4. Influenta remediilor de origine chimica si biologicd asupra activititii enzimelor
antioxidante

Activitatea echilibratd a enzimelor antioxidante primare asigurd protectia celulelor de
radicalii liberi care se formeaza pe durata proceselor fiziologice normale si a celora, care se
acumuleaza ca urmare a actiunii nefavorabile ale factorilor de mediu. Acestea sunt unele dintre
primele componente ale biomasei, care reactioneazd la schimbadrile care intervin. De cele mai
multe ori la stimuli de scurta durata si de intensitate joasd are loc o expresie maritd a genelor
respective, ceea Ce accelereazi procesele de eliminare a cantititilor moderate de radicali liberi. In
cazul actiunii cronice a factorilor nocivi de intensitate inaltd se observa scaderea semnificativa a
activitatii enzimelor respective, ceea ce compromite in mod serios capacitatea de supravietuire a

celulelor.
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Rezultatele obtinute de noi confirma acest lucru — practic in toate variantele experimentale
unde asupra fungilor levuriformi si filamentosi s-a actionat cu doze care corespund CMI a
remediilor antifungice testate, au fot inregistrate abateri substantiale de la valorile normale in
activitatea a trei enzime antioxidante — superoxiddismutaza, catalaza si glutation peroxidaza.

In figura 4.21 sunt reflectate rezultatele care confirmi modificarea activititii enzimelor
antioxidante sub influenta remediilor de origine chimica si biologica, care poseda actiune

antifungica fata de tulpina Candida albicans ATCC®10231™,
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Fig. 4.21. Activitatea enzimelor antioxidante la Candida albicans ATCC®10231™ sub influenta
substantelor studiate. 1. Extract frunze J. regia (etil acetat); 2. BREV 1; 3. RGTM 55; 4. RGTM
56; 5. RGTM 57; 6. RGTM 64; 7. RGTM 83; 8. Extract hidro etanolic 20% S.platensis; 9.
Extract hidro etanolic 20% N.linckia; M. - Itraconazol; My, - Ketoconazol

Valoarea absoluta a activitatii SOD la Candida albicans ATCC®10231™ a constituit
210,5+1,13 U/ml. Extractele hidro etanolice din biomasa de spirulina si nostoc au provocat o
crestere a activitatii SOD cu 26,9 si 19,4% respectiv fatid de martorul netratat. in toate celelalte
cazuri are loc o diminuare foarte puternica a activitatii acestei enzime. Cel mai jos nivel de
activitate SOD a fost obtinut in cazul actiunii martorului pozitiv itraconazolul — 20,1% din
nivelul martorului netratat. In cazul ketoconazolului activitatea SOD de asemenea s-a redus
semnificativ si a atins cota de 22,6% din nivelul martorului. Activitatea enzimei SOD la Candida
in cazul actiunii extractului in etil acetat din frunze de nuc si a compusilor chimici noi a
constituit intre 22,35 si 38,20% din nivelul specific martorului netratat.

Activitatea catalazei la Candida albicans ATCC®10231™ de asemenea a fost afectatd de
influenta remediilor antifungice, in toate variantele fiind semnificativ mai joasd comparativ cu
martorul netratat, la care aceasta activitate a constituit 8,02+0,11 U/L. La actiunea martorilor
pozitivi activitatea CT a fost de aproximativ 38% din nivelul martorului, fara deosebiri statistic

semnificative. In cazul actiunii celorlalte remedii selectate activitatea CT a fost mai nalti decat
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in cazul itraconazolului si ketoconazolului, dar semnificativ mai joasa (P<0,001 in toate
variantele) decat in martorul netratat, avand valori de pana la 55,38 — 71,11% din valoarea
respectiva la martor.

Activitatea GPx in martorul netratat de Candida albicans ATCC®10231™ a constituit
23174101 U/L. Extractele hidro etanolice din biomasa de spirulind si nostoc nu au provocat
modificari statistic semnificative ale activititii enzimei respective. In toate celelalte variante
activitatea GPx a constituit intre 37,32 si 59,14% din valoarea inregistratd in martorul netratat.
Cel mai jos nivel al activitatii GPx a fost in biomasa tratata cu itraconazol (37,32% M). Astfel,
extractele hidro etanolice din spirulina si nostoc au provocat reducerea activitatii doar la
catalaza, in timp ce alte remedii testate au provocat diminudri esentiale in activitatea tuturor celor
3 enzime antioxidante primare la Candida albicans ATCC®10231™. La aceasta tulpina cel mai
puternic a fost afectata activitatea SOD.

Tulpina Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™ de asemenea a reactionat la
prezenta remediilor testate prin modificarea semnificativa a activitatii enzimelor antioxidante

primare (figura 4.22). Activitatea SOD in biomasa martorului a constituit 141,36+18,7 U/ml.
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Fig. 4.22. Activitatea enzimelor antioxidante la Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™
sub influenta substantelor studiate. 1. Extract frunze J. regia (etil acetat); 2. Extract hidro
etanolic 50% S. platensis; 3. Extract hidro etanolic 20% N. linckia; 4. EE ¢,; 5. EE ¢q4; 6. EE
M, - Itraconazol; My, - Clorhidrat de naftifina.

Extractele hidro etanolice din biomasa standard de spirulind si nostoc au provocat o
crestere a activitatii acestei enzime — cu 14 si respectiv 22 % fatd de martorul netratat. In toate
celelalte cazuri remediile chimice si biologice au provocat diminuarea activitatii SOD, aceasta
fiind de 41-52% fatd de martor. Activitatea CT la tulpina Trichophyton mentagrophytes
ATCC®9533™ 1in biomasa martorului a constituit 7,34+0,34 UJ/L, iar remediile biologice
selectate au provocat diminuarea semnificativa a activitatii enzimei pand la valori de 17 — 71%

din valoarea caracteristica martorului. Extractele in etil acetat din frunze de nuc si cele etanolice
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din biomasa de spirulind cu continut de cobalt si cadmiu au produs un efect de inhibitie a
enzimei mai puternic decat itraconazolul (P<0,01). Extractele hidro etanolice din biomasa de
spirulina $i nostoc au avut o actiune mai moderatd asupra activititii CT la aceastad tulpina,
reducand activitatea cu 29-35% fata de martor. Activitatea GPx nu a suferit modificari in cultura
tratatd cu extracte hidro etanolice din biomasa de spirulind si nostoc, dar s-a redus esential in
cazul celorlalte remedii aplicate. Valorile obtinute au fot destul de omogene, activitatea GPx
constituind in aceste cazuri 55 — 61 % din valoarea inregistrata in proba martor.

In cazul tulpinii Trichophyton rubrum ATCC®28188™ extractul hidro etanolic din nostoc
nu a modificat activitatea SOD fatd de martorul netratat in care aceasta a constituit 114,92+3,0
U/ml. In toate celelalte cazuri activitatea superoxiddismutazei a fost semnificativ mai joasi si a
constituit 25 -53% din valoarea inregistratd in proba martor (figura 4.23). Actiunea martorilor
pozitivi a dus la diminuarea cu 64% (itraconazol) si 67% (clorhidrat de naftifind) a activitatii
SOD. Trei dintre remediile testate (extractul din pericarp de nuci si extractele etanolice din
biomasa de spirulind cu continut de cobalt si cadmiu au produs o micsorare veridic mai

pronuntata (P<0,005) comparativ cu cea observata la actiunea ambilor martori pozitivi.
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Fig. 4.23. Activitatea enzimelor antioxidante la Trichophyton rubrum ATCC®28188™ sub
influenta substantelor studiate. 1. Extract frunze J. regia (etanol); 2. Extract frunze J. regia (etil
acetat); 3. Extract pericarp J. regia (etanol); 4. Extract hidro etanolic 50% N. linckia; 5. EE co;

6. EE cq; 7. EE ¢r; M. - Itraconazol; M, - Clorhidrat de naftifina
Activitatea catalazei in biomasa de Trichophyton rubrum ATCC®28188™ de asemenea a
fost diminuatd semnificativ fatd de martorul pozitiv, in care aceasta a fost egald cu 7,33+0,31
U/L. In biomasa tratati cu remediile antifungice selectate activitatea CT a constituit 37,36 —
86,83% din valoarea obtinutd pentru martor. Cea mai inalta activitate CT a fost In biomasa
tratatd cu extract hidro etanolic din nostoc, iar cea mai joasd — in cea tratatd cu extract etanolic
din biomasa de spirulind cu cadmiu. In ultima varianta activitatea CT in Trichophyton rubrum

ATCC®28188™ a fost la nivelul itraconazolului si semnificativ mai joasd decat in biomasa
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tratatd cu clorhidrat de naftifind (P<0,005). Activitatea GPx de asemenea s-a modificat sub
influenta remediilor antifungice. In martorul pozitiv acest indicator a fost de 2294433 U/L. Cele
mai neinsemnate modificari au fost in cazul extractului hidro etanolic de 50% din nostoc, unde
activitatea GPx a fost de 95,41% fati de valoarea martorului. In cazul actiunii martorilor pozitivi
activitatea GPx este practic aceiasi si constituie 47,37 si 50,08 % din valoarea martorului
netratat. Extractul din spirulina cu continut de cadmiu a produs o diminuare veridic mai
pronuntata a activitatiit GPx comparativ cu ambii martori pozitivi.

Activitatea enzimelor antioxidante in biomasa martorului netratat al tulpinii Microsporum
canis ATCC®36299™ g constituit: pentru SOD — 139,9+9,1 U/ml; pentru CT — 7,37+0,13 U/L;
pentru GPx - 1876+27,1 U/L. Activitatea SOD nu s-a modificat in cazul tratarii culturii de
dermatofiti cu extractul hidro etanolic de 20% din nostoc (figura 4.24). In cazul celorlalte
extracte hidro etanolice cianobacteriene a avut loc o diminuare statistic semnificativa, dar mult
mai modesti ca in cazul altor remedii testate pe aceastd culturd de fungi. In cazul extractelor
hidro etanolice cianobacteriene activitatea SOD a constituit 86,14 — 100, 87% din activitatea

enzimei la martor, iar in celelalte cazuri — 24,46 — 34,12% din valoarea martorului.
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Fig. 4.24. Activitatea enzimelor antioxidante la Microsporum canis ATCC®36299™ sub
influenta substantelor studiate. 1. Extract frunze J. regia (etanol); 2. Extract hidro etanolic 70%
S. platensis; 3 Extract hidro etanolic 20% N. linckia; 4. Extract hidro etanolic 70% N. linckia; 5.
EE co; 6. EE ¢q; M+ - Itraconazol; M. - Clorhidrat de naftifina

Activitatea CT este mai joasa In toate variantele experimentale. Cea mai mica scidere a
activitatii CT a fost in biomasa de Microsporum canis ATCC®36299™ tratata cu extractele
hidro etanolice din biomasa cianobacteriana (67,81 — 85,14% din nivelul de activitate la martorul
netratat). In celelalte variante activitatea CT a fost si mai joasi si a constituit 26,81 — 39,29% din
valoarea martorului. Extractul etanolic din biomasa de spirulind cu continut de cadmiu a
provocat o scadere veridic mai pronuntatd in comparatie cu ambii martori pozitivi (P<0.01). Cu

exceptia extracului hidro etanolic de 70% din S. platensis si extractul hidro etanolic de 20% din
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N. linckia, care nu au modificat activitatea GPx, in toate celelalte cazuri s-a inregistrat o scadere
importantd a activitatii enzimei, valorile ei fiind intre 37,87 si 62,28% din valoarea caracteristica
martorului netratat.

Rezultatele obtinute pentru tulpina de fungi dermatofiti Microsporum gypseum
ATCC®24102™ sunt prezentate in figura 4.25. Extractele hidro etanolice de 20% din spirulina
si nostoc au dus la marirea activitatii SOD cu 10,30 — 17,05% fata de martor, iar in toate celelalte
cazuri a fost inregistrati reducerea substantiala a activitatii acestei enzime. In biomasa martorului
netratat valoarea activitatii SOD a fost de 113,94+3,32 U/ml, iar in biomasa tratata cu remediile
antifungice selectate (afara de extractele hidro etanolice cianobacteriene) activitatea SOD a
constituit 28,9 — 58,0 % din valoarea martorului netratat. Nici unul dintre remediile testate nu au
inhibat mai puternic decat martorii pozitivi activitatea superoxiddismutazei. Activitatea CT in
biomasa martorului Microsporum gypseum ATCC®24102™ a fost de 7,30+0,30 U/L, iar in cea
tratatd cu remedii antifungice selectate a scazut substantial pana la valori de 25,40 — 77,21% din

valoarea indicata.
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Fig. 4.25. Activitatea enzimelor antioxidante la Microsporum gypseum ATCC®24102™ sub
influenta substantelor studiate.1. Extract frunze J. regia (etil acetat); 2. Extract pericarp J. regia
(etanol); 3. Extract hidro etanolic 20% S. platensis; 4. Extract hidro etanolic 20% N. linckia; 5.

EE co; 6. EE ¢r; M. - Itraconazol; My, - Clorhidrat de naftifina
Activitatea GPx in biomasa de Microsporum gypseum ATCC®24102™ tratatd cu
remediile antifungice selectate, cu exceptia extractelor hidro etanolice din biomasa de spirulina si
nostoc, a fost mai mica fata de martorul netratat (activitatea CT la martor a fost de 1656+16
U/L). Extractele ce fac exceptie nu au modificat semnificativ activitatea GPX, aceasta fiind de
102,73% si 97,85 % fata de martor. Extractele din frunze si pericarp de nucd, precum si cele
etanolice din biomasa de spirulind cu continut de cobalt si crom au produs o reducere a activitatii

acestei enzime pana la valori de 41,15 — 73,64% din valoarea obtinutd pentru martorul netratat.
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Valorile absolute ale activitatii enzimelor antioxidante in biomasa netratata de Aspergillus
fumigatus CNM-FA-02 au fost urmatoarele: SOD — 89,19+2,1 U/ml; CT — 8,13+0,14 U/L; GPx -
282349,8 U/L. Sub actiunea clorhidratului de naftifind si a extractelor hidrice si etanolice din

biomasa de spirulind cu continut de cadmiu si crom aceste valori au scazut cu pand la 60%

(figura 4.26).
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Fig. 4.26. Activitatea enzimelor antioxidante la Aspergillus fumigatus CNM-FA-02 sub
influenta substantelor studiate. 1. EHcg; 2. EHcy; 3. EEcqg; 4. EEcy; M. - Clorhidrat de naftifina

Extractele hidric si etanolic din biomasa de spirulind cu continut de crom au produs o
reducere a activitatii SOD la Aspergillus fumigatus CNM-FA-02 veridic mai puternica (P<0,005)
decat reducerea produsa de clorhidratul de naftifind. Astfel, in variantele experimentale
activitatea SOD a constituit intre 42,98 si 58,20% din valoarea obtinuta pentru martorul netratat.
Activitatea catalazei s-a redus sub actiunea extractelor din biomasa de spirulind cu continut de
metale pana la valori ce constituie 42,35 — 56,77% din activitatea enzimei in biomasa standard de
Aspergillus fumigatus CNM-FA-02. Mai putin pronuntata a fost reducerea activitatii GPx — cu
27,31-42,54% fata de martor.

Aceleasi efecte au fost observate si la tulpina Penicillium expansum CNMN-FD-05 atunci
cand aceasta a fost tratata cu extracte etanolice si hidrice din biomasa de spirulina cu continut de
metale (figura 4.27). Valorile activitatii celor trei enzime antioxidante in biomasa martorului au
fost: SOD — 122,96+2,33 U/ml; CT - 8,01+0,20 U/L; GPx - 2199+24,9 U/L. Cel mai puternic s-a
redus activitatea SOD, valorile ei in biomasa tratatd cu remediile antifungice fiind de 30,48% —
54,56% din valoarea inregistrata in martor. Cea mai semnificativd reducere a activitatii SOD a
fost inregistrata pentru martorul pozitiv — clorhidratul de naftifina. Activitatea CT si cea a GPx
de asemenea a fost mai joasa In biomasa de penicilium tratata cu remediile antifungice selectate.
Pentru aceste doua enzime valorile au variat intre 46,71 si 80,64% din activitatea inregistrata in

biomasa martorului netratat. Rezultatele obtinute la aplicarea extractului etanolic din biomasa de
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spirulind cu continut de cadmiu au fost foarte apropiate de cele obtinute in cazul aplicarii
martorului pozitiv (diferentele dintre valori nu au fost sustinute statistic). In toate celelalte cazuri

rezultatele au fost mai modeste comparativ cu clorhidratul de naftifina.
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Fig. 4.27. Activitatea enzimelor antioxidante la Penicillium expansum CNMN-FD-05 sub
influenta substantelor studiate. 1. EHcg; 2. EHcr; 3. EHeo; 4. EEcq; 5. EEcr, M+ - Clorhidrat de
naftifina

Tulpina Mucor vulgaris CNMN-FD-07 a manifestat sensibilitate fatd de extractele din

biomasa de spirulind cu continut de metale (figura 4.28). Toate extractele selectate au provocat

inhibitia activitatii enzimelor antioxidante primare.
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Fig. 4.28. Activitatea enzimelor antioxidante la Mucor vulgaris CNMN-FD-07 sub influenta

substantelor studiate. 1. EHco; 2. EEcq; 3. EEcr; 4. EEzn; 5. EEge, M+ - Clorhidrat de naftifina
Valorile activitatii enzimelor in biomasa martorului au fost urmatoarele: SOD —
110,58+1,08 U/ml; CT — 8,04+0,30 U/L; GPx - 1642+17,2 U/L. Ca si in cazul tulpinii analizate
anterior, cea mai insemnata reducere a activitdtii enzimatice a fost Inregistratd in cazul SOD.
Valoarea minima de activitate (27,48% din valoarea martorului) a fost obtinuta ca rezultat al
actiunii clorhidratului de naftifina asupra fungilor. Extractele din spirulind cu continut de metale

au produs o reducere a activitatii SOD care a constituit 29,75 — 55,85% din activitatea enzimei in
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biomasa netratati. in cazul CT unul dintre remediile aplicate — extractul hidric din biomasa de
spirulind cu continut de cobalt a produs un efect de inhibare mai pronuntat ca cel al
clorhidratului de naftifina (P<0,01). Acelasi tip de extract a produs si o scadere a activitatii GPx
in biomasa la nivelul martorului pozitiv. Valorile de activitate a CT in biomasa probelor tratate
cu remedii antifungice a constituit intre 43,80 si 55,95% din activitatea enzimei in martorul
netratat, iar cele ale activitatii GPx au fost de 45,75 — 82,91% din valoarea inregistratd pentru
martor.

Figurile 4.29 si 4.30 reflectd activitatea enzimelor antioxidante in biomasa izolatelor
naturale Fusarium oxysporum FO1 si Fusarium oxysporum FO1. In cazul Fusarium oxysporum
FO1 valorile de activitate a enzimelor antioxidante au constituit SOD — 223,50+1,94 U/ml; CT —
8,26+0,40 U/L; GPx - 3449+21,5 U/L. La aceasta tulpina (figura 4.29) doar una dintre
substantele testate a produs o diminuare a activitatii SOD veridic mai joasd decat cea Inregistrata
la actiunea clorhidratului de naftifina. Acesta a fost extractul hidric din biomasa de spirulina cu
continut de cobalt. Astfel, activitatea SOD in biomasa izolatelor Fusarium oxysporum tratata cu
remediile antifungice evidentiate a avut valori care constituie 33,44- 54,45% din activitatea
enzimei in biomasa martor; CT — 39,78 — 57,72%, iar GPx — 49,48 — 62,64%.
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Fig. 4.29. Activitatea enzimelor antioxidante la Fusarium oxysporum FO1 sub influenta
substantelor studiate. 1. EHcqg; 2. EHcy; 3. EHco; 4. EEcq; 5. EEcr; M+ - Clorhidrat de naftifina
in cazul Fusarium solani FSO1 valorile de activitate a enzimelor antioxidante au constituit:
SOD - 51,17+1,12 U/ml; CT — 8,24+0,09 U/L; GPx — 2980+8,5 U/L. Activitatea SOD la aceasta
tulpind a fost redusa simtitor practic de toate remediile aplicate, iar valorile obtinute au constituit
intre 20,97 s1 35,72% din activitatea enzimei in proba martor (figura 4.30).

Extractul hidric din biomasa de spirulina cu continut de cadmiu si extractele etanolice din
biomasa cu continut de crom si cobalt au dus la o diminuare veridic mai pronuntatd (P<0,01) a
activitatii. SOD la Fusarium solani FSO01 comparativ cu efectul observat la actiunea
clorhidratului de naftifina. Extractul hidric din biomasa cu continut de crom a avut acelasi efect

de inhibare a activitatii SOD ca si martorul pozitiv. Diminuarea activitatii CT a fost mai
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pronuntatd la actiunea martorului pozitiv, dar in linii generale, rezultatele obtinute au fost destul
de omogene, activitatea CT 1n biomasa de Fusarium solani FS01 tratata cu remediile antifungice,
constituind ntre 42,31% si 55,12% din activitatea acesteia in biomasa netratata. Activitatea GPx
sub actiunea remediilor antifungice de asemenea s-a redus, dar intr-o masurd mai micad. Valorile
obtinute au reprezentat 42,61% — 75,84% din activitate in martorul netratat. Cea mai joasa

activitate a GPx a fost inregistratd in biomasa de Fusarium solani FSO1 tratatd cu clorhidrat de

naftifina.
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Fig. 4.30. Activitatea enzimelor antioxidante la Fusarium solani FSO1 sub influenta substantelor
studiate. 1. EHcg; 2. EHcy; 3. EHco; 4. EEcy; 5. EEc; M+ - Clorhidrat de naftifind

Astfel, pentru extractele din frunze si pericarp de nuca, extractele din biomasa de spirulina
cu continut de metale si pentru compusii chimici noi a fost demonstrat efectul de diminuare
semnificativd a activitatii enzimelor antioxidante. Extractele hidro etanolice din biomasa de
spirulind si nostoc au constituit exceptie din lista remediilor testate. In cele mai multe cazuri
acestea nu modifica substantial activitatea GPX, scad activitatea CT si 0 maresc pe cea a SOD.
Lipsa ori intensitatea foarte joasa a efectelor extractelor hidro etanolice din biomasa de spirulind
s1 nostoc asupra unor parametri biochimici ai tulpinilor de fingi se explicd in primul rand, prin
aceea, ci aceste doud culturi nu au potential toxic. In acelasi timp extractele date, s-au manifestat
in calitate de agenti antifungici fata de candida si dermatofitii studiati. Cercetarile efectuate in
ultimii ani demonstreaza, cd extractele hidrice si etanolice concentrate din spirulina, afecteaza
sinteza de glucozamina si ergosterol la fungi [18, 49, 134], ceea ce duce, la dezorganizarea
functionald a membranelor biologice, afectand astfel viabilitatea fungilor. In calitate de elemente
active ale extractelor hidrice sunt considerate ficobiliproteinele cianobacteriene. Aceste
substante, in special ficocianina si ficoeritrina sunt prezente in extractele hidro etanolice de
nostoc, iar in extractele din spirulind sunt prezente ficocianina si aloficocianina. Unele dintre
componentele active ale extractelor etanolice din cianobacterii sunt fenolii, care sunt prezenti si
in extractele hidro etanolice de 50 si 70% utilizate in aceastd lucrare. Astfel, este cert, ca

extractele din biomasa standard de spirulina si nostoc, datorita sigurantei pentru consumul uman,
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dar si datoritd efectelor specifice fatd de unii agenti cauzali ai micozelor merita a fi obiectul unor
studii separate.

Rezultatele obtinute sugereaza, cd unul dintre mecanismele care asigura actiunea
antifungica a remediilor de origine chimica si biologica examinate consta in reducerea activitatii
enzimelor antioxidante primare, care de fapt sunt factori de patogenitate ai fungilor patogeni si
oportunist patogeni. In culturile studiate sub influenta substantelor de origine chimici si
biologicd a fost Inregistratd scdderea esentiala a activitdtii catalazei, superoxiddismutazei si
glutation peroxidazei, astfel celulele fungice raman vulnerabile in fata factorilor de protectie

eliminati de celulele gazdei.
4.5. Concluzii la capitolul 4

1. Compusii chimici noi, cat si extractele din frunzele si pericarpul de nuca si din biomasa
de spirulind cu continut de metale genereaza acelasi tip de reactii de raspuns a culturilor de fungi
testati: eliberarea extracelulard a lactat dehidrogenazei, scaderea activitatii enzimelor
antioxidante din prima linie de protectiec — SOD, CT si GPx, scaderea activitatii antioxidante
totale a biomasei fungice si marirea cantitatii produselor peroxidarii lipidice.

2. Extractele hidro etanolice din biomasa de spirulina si nostoc in cele mai multe cazuri nu
produc eliberarea lactat dehidrogenazei in mediul extracelular, nu modificd substantial
capacitatea antioxidantd totald, intensitatea peroxidarii lipidice si activitatea GPX, scad
activitatea CT si 0 maresc pe cea a SOD. Astfel, datorita sigurantei pentru consumul uman, dar si
datorita efectelor antifungice specifice fatd de unii agenti cauzali ai micozelor acest tip de
extracte merita a fi obiectul unor studii separate.

3. Unul dintre mecanismele posibile de actiune a remediilor testate este bazat pe generarea
stresului oxidativ, care se soldeaza cu degradarea intensd a componentelor celulare, in primul
rand a membranelor. Aceasta ar putea fi una din explicatiile pentru dereglarea permeabilitatii
peretelui si membranei celulare, care duce la eliberarea intensa in mediul extracelular a lactat
dehidrogenazei.

4. Un alt mecanism care asigurd actiunea antifungicad a substantelor mentionate consta in
reducerea activitdtii enzimelor antioxidante primare - catalazei, superoxiddismutazei si glutation
peroxidazei, ceea ce reduce substantial capacitatea fungilor de a se proteja de actiunea nociva a
radicalilor liberi formati in celulele fungilor ca raspuns la actiunea remediilor antifungice de

origine chimica si biologica.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

1. Compusii coordinativi noi care contin in structura lor segmentul tiosemicarbazonic poseda
actiune antifungica fata de fungii bimorfi Candida albicans, tulpina ATCC 10231. CMI a
acestor compusi a fost cuprinsa intre 0,58 si 2,34 pg/ml, iar CMF — 0,7-4,69 pg/ml [3].

2. Extractele in etil acetat din frunzele de nuc in concentratiile de 0,1-0,4 mg/ml si cele hidro
etanolice din biomasa de spirulind si nostoc in concentratia de 5-10 mg/ml au efect antifungic
asupra a 5 tulpini - Candida albicans ATCC 10231, Trichophyton mentagrophytes
ATCC9533, Trichophyton rubrum ATCC 28188, Microsporum canis ATCC 36299 si
Microsporum gypseum ATCC 24102 [6, 117, 118].

3. Extractele hidrice si etanolice din biomasa de spirulind, obtinuta in conditii biotehnologice de
acumulare a metalelor au manifestat actiune antifungica fata de toate tulpinile testate de fungi
patogeni si oportunist patogeni, cele mai active fiind extractele din biomasa cu continut de
cobalt, cadmiu si crom [119].

4. Compusii chimici noi, extractele din tesuturile de nuc si cele din biomasa de spirulind cu
continut de metale provoaca cresterea activitatii lactat dehidrogenazei eliberate, scdderea
capacitatii antioxidante totale, scaderea activitdtii enzimelor antioxidante primare si cresterea
nivelului produselor finale ale peroxidarii lipidelor la agentii cauzali ai micozelor [119].

5. Unul dintre mecanismele posibile de actiune a remediilor testate este bazat pe generarea
stresului oxidativ, care se soldeaza cu degradarea intensa a componentelor celulare, in primul
rand a membranelor. Ca urmare este compromisd permeabilitatea normald si integritatea
fizica a peretelui si membranei celulare ale fungilor [119].

6. Reducerea activitdtii enzimelor antioxidante primare, care sunt considerate factori de
patogenitate, si a capacitatii antioxidante totale la agentii cauzali ai micozelor sub influenta
remediilor studiate, duce la incapacitatea fungilor de a se proteja de consecintele stresului

oxidativ si la diminuarea viabilitétii acestora.

Problema stiintifica importanta solutionata in lucrare consta in elucidarea activitatii
antifungice in vitro a remediilor de naturd biologica si chimica asupra unor agenti cauzali ai
micozelor, ceea ce a dus la evidentierea efectelor produse asupra patogenilor, fapt ce a permis
stabilirea mecanismelor de actiune a lor.

Aportul personal. Rezultatele obtinute, analiza si interpretarea lor, generalizarile si

concluziile apartin autorului.
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Recomandari practice

Se recomandid compusul metil-N -[(2-hidroxinaftalen-1-il)metiliden]-N-prop-2-en-1-
ilhidrazonotioatului in calitate de substantda cu activitate antifungica fatd de Candida
albicans.

Se recomanda extractele din frunze de nuc in calitate de remedii cu activitate antifungica
fata de fungii miceliali dermatofiti.

Se recomanda biomasa de Arthrospira platensis obtinutd in conditii biotehnologice de
acumulare a metalelor in calitate de materie primd pentru obtinerea remediilor cu o

potentiald activitate antifungica. .

Sugestii privind cercetari de perspectiva
1. Este necesar de a initia testdrile preclinice ale remediilor chimice si biologice noi
selectate in calitate de compusi cu actiune antifungica in vivo.
2. Sunt necesare cercetari orientate spre evidentierea mecanismelor de actiune a extractelor
hidro etanolice din biomasa de Arthrospira platensis si Nostoc linckia asupra agentilor

cauzali ai micozelor.
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Anexa 1.
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnatul, declar pe raspundere personald ca materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza

sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

1./ oY~/ /
OLTU lulian AL

Data: 07 aprilie 2017
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Cetd,ténia
Studii

Domeniile de interes
stiintific

Participari la proiecte
Participari la foruri
stiintifice

Lucrari stiintifice
publicate
Mentiuni

Cunoasterea limbilor
Date de contact

CURRICULUM VITAE

OLTU IULIAN

Republica Moldova

Superioare (1986-1995), USMF ,N. Testemitanu", Chisinau, medicina

generala, diploma de studii superioare E003673

Microbiologie medicala, biologia fungilor patogeni, preparate antifungice;

Dermatologie; maladii comunicabile

Programul National HIV/SIDA si ITS (2016-2020), director de program

e Conferinta Stiintifica (cu participare internationald) a Doctoranzilor,
editia a V-a, Chisinau, 2016;

e Conferinta Stiintifica Internationald in domeniul Biotehnologiei
microbiene, a 3-a editie, Chisinau, 2016;

e Conferinta Internationald “Stiintele vietii in dialogul dintre generatii:
Conexiune intre Universititi, mediul academic si Bussines”
Chisinau, 2016;

e Congresul al V-lea National de dermatologic cu participare
internationald, Chisinau, 2016;

e Saloanele Internationale de inventica:

INOVA-Budi Uzor, Karlovac, Croatia, 2015;
INNOVA, Brussels, 2015;

PALEXPO, Geneva, 2016;

IWIS, Warsovia, 2016.

e Conferinta ”Zilele Gh.Nastase”, lasi, editia XX, 2014; editia XXII-a,
2016;

e Conferinta de Dermatologie convocatd prin Dispozitia Ministerului
Sanatatii, RM, Chisindu 2015;

e Conferinta stiintifico-practica a medicilor dermatovenerologi
”Evaluarea situatiei epidemiologice prin sifilis, infectie gonococica si
boli contagioase de piele si aprobarea activitdtilor de redresare.
Abordarea etiopatogenetica contemporana si principii de tratament in
Rozacee”, Chisinau, 2015;

e Conferinta a 14-a europeand SIDA, Brussels, 2013;

12 publicatii stiintifice: 4 articole stiintifice, 3 rezumate ale comunicarilor

stiintifice, 4 materiale la saloane de inventii, 1 brevet de inventie

Diploma de gradul 1intdi, semnatd de Prim-ministru P.Filip, pentru

activitate prodigioasa 1n domeniul dermatovenerologiei, contributie

personald la dezvoltarea procesului stiintifico-practic de investigare,
tratament si eliminarea sifilisului congenital in RM.

Romana (maternd), franceza (fluent), rusa (fluent)

Spitalul de Dermatologie si Maladii Comunicabile IMSP

mun. Chisinau, or. Codru, str. Costiujeni 5/1, Tel.: 022794211

Mob.079443182
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