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RESUMO

A criptococose € uma micose invasiva distribuida por todo o mundo. Ela é causada
principalmente por duas espécies de leveduras encapsuladas: Cryptococcus neoformans e C. gattii.
C. neoformans é adquirido principalmente no contato com fezes de aves (principalmente de pombos),
inalando o fungo. Ja C. gattii € mais comumente associado a arvores, como eucalipto e amendoeira.
A infecgdo com a maior importancia causada por estas espécies € a meningite criptococécica, em
que o fungo atravessa a barreira hematoencefalica e causa infecgbes no sistema nervoso central.
Atualmente, o tratamento para criptococose é feito a base de anfotericina B juntamente com a
flucitosina e o fluconazol, mas para casos de meningite esse tratamento € mais complexo e com uma
menor efetividade. Tendo em vista o limitado nimero de drogas para o tratamento desta meningite e
sua expressiva importancia clinica, a busca por novos derivados tiazois com atividade contra
Cryptococcus é o objetivo aqui proposto. Inicialmente foi determinada a concentracdo inibitoria
minima frente a diversas linhagens de C. gattii e de C. neoformans e a toxicidade para a célula de
trabalho, hCMEC/D3, uma linhagem originada de microvasos cerebrais. Seguindo, uma analise da
curva de crescimento da levedura em contato com as drogas revelou-se a agado fungicida das
mesmas. Em sequéncia, realizamos uma analise quimico-genética com uma colegdo de 322
linhagens de C. neoformans mutantes para diferentes fatores de transcrigdo para uma triagem inicial
de possiveis genes importantes na acdo destes derivados. Verificamos que linhagens mais tolerantes
aos derivados apresentavam delegao de genes relacionados a adaptagéo a estresses e resisténcia a
metais pesados e estresse do reticulo endoplasmatico. Com estes dados, avaliamos a influéncia
causada pelos derivados em linhagens com exposi¢cao prévia a eles na producdo de melanina e
ergosterol além de diversos fatores de estresse celular. Esta exposicdo diminuiu a produgéo de
ergosterol e melanina, além de promover uma maior tolerdncia a estressores osmoticos e de
membrana celular. Posteriormente, ensaios de transmigracdo celular em modelo de barreira
hematoencefalica revelaram que os derivados diminuiram a capacidade de C. neoformans em
atravessar esta barreira. Por fim, ensaios in vivo em modelo murino mostraram uma extensdo na
sobrevida dos animais com criptococose, além de uma diminuicdo da carga fungica no cérebro e
pulmdo. Com tudo isso, concluimos, inicialmente, que os derivados aqui trabalhados s&o 6timos

candidatos a terapia da meningite criptococdcica e pulmonar.

Palavras-chave: Cryptococcus, tiazol, fatores de transcri¢do, barreira hemato-encefalica.



ABSTRACT

Cryptococcosis is an invasive mycosis distributed throughout the world. It is mainly caused by
two species of encapsulated yeast: Cryptococcus neoformans and C. gattii. C. neoformans is acquired
mainly through contact with bird feces (mainly pigeons), inhaling the fungus. C. gattii is more
commonly associated with trees, such as eucalyptus and almond trees. The most important infection
caused by these species is cryptococcal meningitis, in which the fungus crosses the blood-brain
barrier and causes infections in the central nervous system. Currently, the treatment for
cryptococcosis is based on amphotericin B together with flucytosine and fluconazole, but for cases of
meningitis this treatment is more complex and less effective. Considering the limited number of drugs
for the treatment of this meningitis and its significant clinical importance, the search for new thiazole
derivatives with activity against Cryptococcus is the objective proposed here. Initially, the minimum
inhibitory concentration was determined against several strains of C. gattii and C. neoformans and the
toxicity for the working cell, hCMEC/D3, a strain originating from cerebral microvessels. Next, an
analysis of the growth curve of the yeast in contact with the drugs revealed their fungicidal action.
Next, we performed a chemical-genetic analysis with a collection of 322 strains of C. neoformans
mutants for different transcription factors for an initial screening of possible genes important in the
action of these derivatives. We found that strains more tolerant to derivatives had deletions of genes
related to adaptation to stress and resistance to heavy metals and endoplasmic reticulum stress. With
these data, we evaluated the influence caused by derivatives in strains with previous exposure to
them on the production of melanin and ergosterol in addition to various cellular stress factors. This
exposure decreased the production of ergosterol and melanin, in addition to promoting greater
tolerance to osmotic and cell membrane stressors. Subsequently, cell transmigration assays in a
blood-brain barrier model revealed that the derivatives decreased the ability of C. neoformans to cross
this barrier. Finally, in vivo tests in a murine model showed an extension in the survival of animals with
cryptococcosis, in addition to a decrease in the fungal load in the brain and lung. With all this, we
concluded, initially, that the derivatives worked here are excellent candidates for therapy of

cryptococcal and pulmonary meningitis.

Key words: Cryptococcus, thiazole, transwell.
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1. Introdugao

1.1 Cryptococcus neoformans e C. gattii

Cryptococcus é um género de fungos ubiquos inserido dentro do filo
Basidiomycota, classe Tremellomycetes, ordem Tremellales e familia Tremellaceae
(Taxonomy Browser/NCBI) e possui mais de 30 espécies distribuidas no meio
ambiente, sendo encontradas em uma grande variedade de lugares como na
Antartida (Vishniac et al.,, 1992) ou mesmo em ambientes extremos com altas
concentragbes de metano no fundo do oceano (Takishita et al., 2010). Dentre as
espécies atualmente conhecidas, duas possuem grande relevancia clinica em seres

humanos, C. neoformans e C. gatti. (Maziarz et al., 2016).

E sabido que C. neoformans é causador de doencas tanto em hospedeiros
imunocompetentes como em imunocomprometidos, como em pessoas vivendo com
AIDS ou recém-transplantadas (Mirza et al., 2003; Singh et al., 2008). Ja C. gattii é
associado principalmente como um patégeno de hospedeiros imunocompetentes em
regides endémicas ao redor do mundo, como Australia e Oceania (Chen et al.,
2000), a regido de Vancouver (Hoang et al., 2004) e Africa do Sul (McCarthy et al.,
2006).

A classificagdo taxondmica € motivo de muito debate desde quando o
conhecimento genético e bioquimico se tornou mais extenso, tendo sido diversos
sistemas de classificacao propostos em um curto periodo de tempo (Kwon-Chung &
Varma, 2006; Bovers et al., 2008; Ngamskulrungroj et al., 2009). A divisao classica
para o complexo formado pelas duas leveduras é dividida em duas espécies, 5
sorotipos baseados nas diferentes estruturas da capsula polissacaridica e nas
respostas antigénicas causadas por ela e em 8 tipos moleculares definidos por
diversidade filogenética (Kwon-Chung et al., 2002) (Figura 1). Entretanto, em 2015,
Hagen e colaboradores propuseram uma nova e polémica divisdo, na qual as
linhagens mais distintas entre si dariam origem a novas espécies. Sendo assim, as
duas espécies seriam substituidas por sete, C. neoformans seria divido em duas
espécies (C. neoformans e C. deneoformans) e C. gattii em cinco novas espécies (C.

gattii, C. deuterogattii, C. bacillisporus, C. tetragattii e C. decagattii).
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Figura 1: Fluxograma da divisdo classica do complexo formado pelas leveduras C.
neoformans/gatti (Kwon-Chung et al., 2014).

1.1.1 Distribuicao molecular

Em 2011, Meyer realizou uma revisdao que agrupou diversos estudos que
utilizaram, ao todo, 2.046 amostras clinicas e 68 amostras de origem animal de
cepas de Cryptococcus vindas de 48 paises. A distribuicdo global destes tipos e
sorotipos mostra uma grande prevaléncia da espécie C. neoformans tipo VNI
(sorotipo A), sendo observada em cerca de 63% dos isolados clinicos (Figura 2) e
veterinarios e 41% dos isolados de origem ambiental. Ao se comparar a distribuicdo
das espécies nas infeccdes humanas, observa-se que infecgdes causadas por C.
gattii sdo bem menos frequentes do que as causadas por C. neoformans, com uma
proporcao de 20% contra 80%, respectivamente. Nos isolados de origem ambiental,
C. gatti e C. neoformans se apresentam quase que em igualdade, com uma

proporcao de 52% e 48%, respectivamente.
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Figura 2: Grafico da porcentagem de distribuicdo dos subtipos de Cryptococcus em
amostras isoladas de casos clinicos. VNI ao VNIV: C. neoformans; VGI ao VGIV: C. gattii.
Adaptado de Meyer et al., 2011.

A distribuicao geografica de C. neoformans, VNI, VNIl e VNIII sdo observadas
mundialmente; VNIV apresenta uma distribuicdo mais concentrada na Europa e
Africa do Sul. Sobre a distribuicdo do C. gattii, do VG| ao VGIV é observada uma
concentragdo em areas tropicais, subtropicais e temperadas (Meyer et al., 2011). No
Brasil, cerca de 62% dos isolados de C. neoformans sao do tipo VNI e em C. gattii
30% do tipo VGII. Em casos clinicos, essa propor¢cao também é observada, sendo
66% e 25% respectivamente para VNI e VGII (Firacative et al, 2018).

Quanto a infecgbes em pacientes imunocompetentes e imunocomprometidos,
a maioria novamente se da pelo C. neoformans tipo VNI (sorotipo A). Dentro da
tipagem de C. neoformans, todos os tipos causam mais infeccdes em
imunocomprometidos do que em imunocompetentes e o oposto € observado para o
C. gatti, onde os tipos causam mais infecgbes em hospedeiros imunocompetentes
(Meyer et al., 2011).
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1.1.2 Estrutura e patogénese

As espécies do género Cryptococcus sao leveduras esféricas ou ovaladas e
compostas por trés camadas em sua estrutura: mais externamente a capsula
polisacaridica, a membrana plasmatica mais internamente e a parede celular entre

elas (Figura 3).

Figura 3: Estrutura das células do género Cryptococcus. (A): Microscopia eletrénica de varredura
colorida artificialmente de uma col6nia de leveduras (Fonte: Dennis Kunkel Micoscopy Inc.). (B):
Micrografia eletrénica de transmissdo de Cryptococcus neoformans. C: capsula; W: parede celular;
PM: membrana plasmatica; M: mitocondria. (Fonte: Augustinho et al., 2018)

O polimero mais comumente encontrado (90%) na capsula polisacaridica € o
glicuronoxilomanana (GXM), formado por &cido glicurénico, xilose e manose
(Bhattacharjee et al., 1984). Além deste, também é o encontrado em pequena
quantidade o galactoxilomanana (GalXM), composto de galactose, xilose e manose.
A estrutura das capsulas polissacaridicas pode variar entre os diferentes sorotipos e

também entre os isolados de um mesmo sorotipo (Turner et al., 1992). Além dos
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polissacideos, também €& observada a presenga de manoproteinas na capsula de
Cryptococcus (Cherniak et al., 1994). Estas agem como fortes moduladores imunes,
induzindo grande quantidade de IL-2 por células TCD4+ e sdo observadas na

superficie da capsula (Levitz et al., 2001).

Ja na parede celular, é observada a presenca da melanina (Staib et al., 1962).
Esta se apresenta como uma molécula escura, insoluvel em agua ou solvente
organico e resistente a agentes oxidantes, além de conferir uma aparéncia escura a
levedura quando cultivada. No meio ambiente, a melanina ajuda a levedura a se
proteger em condicbes de estresse, como degradagao enzimatica (Rosas et al.,

2001), radiagao UV, e até mesmo a temperatura (Rosas et al., 1997).

A melanina, além de ajudar em condigbes diversas, atua também como um
importante fator de viruléncia, ajuda o fungo na resposta imune do hospedeiro
(Casadevall et al., 2000) e também proporciona uma inibigdo a fagocitose (Martinez
et al., 2006; de Souza et al., 2022). Além de conferir, também, uma resisténcia a
agentes oxidantes (Jacobson et al., 1991; Jacobson et al., 1993). Assim como a
capsula, a melanina também pode atuar como um modulador da imunidade, sendo
associado a grandes niveis de expressao de IL-4 em locais apresentando infec¢des
por C. neoformans, ajudando na patogenicidade de Cryptococcus (Mednick et al.,
2005). Também ja foi observado que a melanina possui a habilidade de se ligar em
componentes do sistema do complemento, dificultando a fagocitose do fungo (Rosas
et al., 2002).

Além de promover beneficios na patogénese, a melanina também pode
beneficiar a levedura contra a agdo de antifungicos. Ja foi observado que a melanina
consegue se adsorver a certos peptideos com agdo microbicida e de mesmo modo
os antifungicos anfotericina B e caspofungina, diminuindo suas a¢des nocivas contra

as leveduras (Van Duin et al., 2002).

Normalmente, uma infecgdo por Cryptococcus spp. se inicia com o
hospedeiro inalando basidiésporos ou leveduras dessecadas do ambiente e estas,
devido ao seu pequeno tamanho (de 1 a 4 pm), se depositam rapidamente no
alvéolo pulmonar, onde sao reconhecidas por macrofagos (Gibson et al., 2015)

(Figura 4). Esse processo pode levar a trés fins: a resolugdo da doenga, uma
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infeccdo latente ou entdo uma disseminagdo no corpo, podendo provocar uma
inflamacéao no sistema nervoso central (SNC) (Mitchell et al., 2011). Ja foi observado
que criangas em grandes centros urbanos apresentam reatividade soroldgica,
mostrando que a primeira infec¢do muitas vezes se mantem assintomatica até sua

resolugao (Goldman et al., 2001).

Inalagao de leveduras
dessecadas ou
8 basidiosporos
Q./

Fezes de aves
C. neoformans

Fagocitose por
macrofagos

. Resolugado, Laténcia, Doenga
Arvores: Pulmonar e/ou Disseminac¢3o
C. gattii para outros orgaos

C. neoformans

Figura 4: Representacdao esquematica dos nichos das espécies de Cryptococcus na
natureza, percurso da levedura no homem e progressao da doenga (Adaptado de Mitchell et
al., 2011).

Apo6s a deposicao alveolar do fungo, ou ele € combatido pelo sistema imune e
ocorre o clearance ou prossegue seu curso. A resposta imune do hospedeiro pode
provocar uma inflamagao granulomatosa devido a altas expressdes de TNF, IFN-y e
IL-2 (Perfect et al., 2005). A infeccado pode se tornar latente em linfonodos ou nos
préprios granulomas pulmonares causados por ele e permanecer assintomatica por
anos. Apos uma queda na imunidade, esta infecgdo pode sair da laténcia e voltar a

se desenvolver (Sun et al., 2010).
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Alguns dos fatores de viruléncia das espécies Cryptococcus incluem sua
capsula e a presenga da melanina na parede celular além de sua termotolerancia
(Perfect et al., 2005). A capsula confere protegdo contra dessecagdo no meio
ambiente, fagocitose e estresse oxidativo, além de conferir uma supressdo do
sistema imune (Zaragoza et al., 2008; Prates et al., 2013). A superexpressao do
gene CAS1 (associado com a formagao da capsula) foi associada a hiperviruléncia
em modelo murino (Moyrand et al., 2004). A melanina apresenta func¢des de
protecdo do fungo a estresse oxidativo. A tolerancia ao crescimento a 37 °C é uma
caracteristica observada em diferentes fungos que causam doengas em mamiferos.
Ja foi observado que, em leveduras crescendo a 37 °C, a taxa de crescimento era
maior, além de uma maior produ¢cdo de melanina e um aumento do tamanho da

capsula (Ngamskulrungroj et al., 2011).

1.2. Epidemiologia

Estima-se cerca de 200 mil casos de criptococose por ano, além de um total
de quase 150 mil mortes, (Rajasingham et al., 2022). A forma fatal mais comumente
observada da doenga € a meningite criptococdcica como doenga oportunista em
individuos imunocomprometidos vivendo com HIV (Sloan et al.,, 2014), mas o
numero de mortes vem caindo consideravelmente apos a implementacédo da terapia
antirretroviral moderna (Hevey et al., 2019). A maioria dos casos de criptococose
acontece em individuos imunocomprometidos, mas a imunocompeténcia, no
entanto, ndo garante protegdo a doenca. Os homens sao mais acometidos do que
as mulheres e a doenga quase nao é observada em criangas (Abadi et al., 1999;
Othman et al., 2004). Além de humanos, a doenga também ja foi observada em

animais como caes e gatos (O’Brien et al., 1981).

C. neoformans pode ser encontrado tanto em diferentes espécies de arvores
quanto em aves, especialmente pombos (Emmons et al., 1955; McDonough et al.,
1966). O fato de o fungo apresentar os pombos como reservatérios contribui
bastante para a incidéncia da criptococose em grandes cidades, sendo notado a
proximidade de casos clinicos com locais de grande incidéncia destas aves (Currie
et al., 1994; Delgado et al., 2005).
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C. gattii apresenta uma ecologia e distribuicdo geografica diferente do C.
neoformans. Até hoje, este fungo sé foi isolado em arvores, ndo apresentando um
reservatorio animal. Sua afinidade se da por diferentes espécies de arvores de
diferentes localizagcbes, apresentando uma maior associagdo a eucaliptos,
amendoeiras. Até o inicio do milénio, a espécie C. gattii s6 era encontrado em
regides tropicais, como América do Sul e Central, Asia, Africa e Oceania. No
entanto, a partir de 2004 passou a ser encontrado no sudoeste do Canada (Kidd et
al., 2004) e também no noroeste dos EUA (Dixit et al., 2009).

A incidéncia de criptococose comegou a crescer bastante em meados da
década de 80 em decorréncia do aumento do numero de pessoas imunodeficientes,
como pessoas com a AIDS, além de um maior numero de pessoas transplantadas
ou passando por algum tratamento que debilita o sistema imune (Hajjeh et al., 1999).
A maior incidéncia de criptococose/HIV é observada na africa subsaariana, onde, no
ano de 2017, era observado mais de 70% da incidéncia global dos casos
(Rajasingham et al., 2017). Consequentemente, esta regido apresenta a maior

incidéncia de criptococose e de mortalidade (Park et al., 2009).

A maior incidéncia de C. gattii acontece na Australia e Papua Nova Guiné,
Sudeste Asiatico, Sudoeste do Canada e Noroeste dos EUA e alguns paises da
América do Sul, como Brasil e Colombia. J& a incidéncia de C. neoformans
apresenta uma distribuigdo mais consistente e global, sendo encontrada em

praticamente quase todos os paises (Kwon-Chung et al., 2011).

Em 2017, estimou-se cerca de 220.000 casos de meningite criptocécica em
pacientes que vivem com HIV, sendo que mais de 70% destes sao encontrados na
Africa subsaariana e 20% na Asia e Pacifico. Na América do sul, estima-se cerca de
5.000 novos casos anuais, com o Brasil apresentando uma alta incidéncia, com
cerca de 1.000 a 2.500 casos (Rajasingham et al, 2017). E essa alta incidéncia vem
acompanhada de uma alta mortalidade de 0,47 por milhdo de habitantes, a 132

causa de morte em 2015 (Soares et al., 2015).

No Brasil, a criptococose € a micose sistémica que registra o maior numero
de mortes em pacientes HIV-positivos (Firacative et al., 2018). A criptococose entrou

na Lista Nacional de Notificagdo Compulséria em fevereiro de 2020 (PORTARIA N°
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264, de 17 de fevereiro de 2020), mas a mesma foi revogada poucos meses depois
(PORTARIA N° 1.061, de 18 de maio de 2020. Em um boletim epidemiolégico do
Ministério da Saude emitido no ano de 2012, um compilado de dados sobre
internacdo devida a criptococose foi feito entre o periodo de 2000 a 2007,
apresentando uma média de 550 internagbes anuais em decorrer do

desenvolvimento da doenca (Vigilancia e Epidemiolégica Da Criptococose, 2012).

1.3 Manifestagodes clinicas e colonizagao do SNC

O SNC e os pulmbes sao os oOrgaos mais afetados pelas infecgbes
criptococdcicas. Ocasionalmente, Cryptococcus pode causar infecgcdbes em lugares
menos frequentes, como na pele, prostata, olhos, ossos e articulagdes (Maziarz et
al., 2016).

A infecgdo no pulmdo pode se manifestar como uma colonizagéo
assintomatica ou como um noédulo nao-calcificado e infiltragbes pulmonares (Figura
5) (Brizendine et al., 2011). Em individuos imunocomprometidos, o mais observado
neste tipo de infecgdo € um tipo de pneumonia que pode evoluir rapidamente para
uma sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA), doenga em que a
mortalidade pode chegar em 60% dos seus portadores (Dromer,et al., 2011).
Infecgdes pulmonares foram predominantes nos surtos ocorridos nos EUA e
Canada, apresentando um contraste do que é observado mundialmente, em que
doencgas envolvendo o SNC sido observadas em maior frequéncia (Galanis et al.,
2009; Harris et al., 2011).

As infeccbes no SNC se manifestam com o paciente apresentando febre,
dores de cabega e até mesmo convulsbes (Papas et al., 2001). A doenga é
caracterizada por lesdes no cérebro (Figura 5 B), hidrocefalia (Park et al., 1994) e
um aumento da pressao intracranial, que pode levar a um papiledema (Lalloo et al.,
1994). Muitas vezes, esta pode deixar sequelas como redugéo da acuidade visual e
perda do campo de visao (Fan-Havard et al., 1992).
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Figura 5: Imagens de lesbes provocadas pela criptococose. A) Nodulo pulmonar provocado
por uma infecgdo por Cryptococcus sp.Nesta figura é possivel observar a lesdo no canto
inferior esquerdo da imagem (seta). (Fonte: Sorrell et al., 2011). B) Tomografia
computadorizada de contraste de um paciente imunocompetente. Na imagem ¢é possivel
observar lesées em formato de anel na parte inferior direita da imagem (seta). Fonte: Sorrell
et al., 2011. C) Aspecto tipico de um espaco de Virchow-Robin dilatado durante
meningoencefalite criptocécica mostrando os pseudocistos centrados por um capilar
cerebral e preenchidos com numerosas leveduras livres ou dentro de fagdcitos. (Fonte:
Charlier et al., 2009).

Tanto em individuos imunocompetentes quanto nos imunocomprometidos,
infeccbes no SNC sdo as mais frequentes, apesar de que diferentes espécies e
cepas de Cryptococcus de determinados locais apresentam diferentes
manifestagdes clinicas. As manifestagdes clinicas provocados pelo C. gattii variam
de acordo com a regiao analisada, como é visto ao se comparar os casos dos EUA
(com maioria de infecgbes pulmonares) (Galanis et al., 2009) com os casos da

Australia (maioria dos casos leva a infecgcdes no SNC) (Chen et al., 2012).

Um dos percursos naturais da infecgao por Cryptococcus € a invasao do
cérebro através da barreira hematoencefalica, seguindo de uma infecgao no SNC. O
termo “barreira hematoencefalica” (BHE) é utilizado para definir os microvasos
presentes no SNC que tem como finalidade a regulagdo da homeostase, levando a
um funcionamento apropriado do sistema ao agir como uma barreira fisica do

mesmo (Daneman et al., 2015).

A BHE é composta por células endoteliais (CE) que apresentam a fungéo de
seletividade de ions, biomoléculas e células entre o sangue e o cérebro.
Comparadas com outras CE, as da BHE sdo mais finas (Coomber & Stewart 1985).

A resisténcia elétrica transendotelial (Transendothelial electrical resistance - TEER) é
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utilizada para medir a integridade na zona de oclusdo e as dinamicas em cultivo
celular. As zonas de oclusdo, no SNC, apresentam resisténcia elétrica
transendotelial (Transendothelial electrical resistance - TEER) com valores
superiores a 1.000 Q/cm2, sendo que as jungdes de células epiteliais em outros
tecidos conferem TEER de aproximadamente 2-20 Q/cm2, ou seja, uma resisténcia
bem maior (Butt et al., 1990). Essa forte resisténcia é causada principalmente pelas
moléculas presentes nessa zona, como ocludinas e claudinas e as proteinas ZO1,

202, ZO3, que criam uma forte barreira (Daneman & Prat, 2015).

A invasdao do SNC por Cryptococcus através das células da BHE pode
acontecer de trés maneiras: atravessar através da ceélula, chamado de transcelular
(Figura 7-A); entre as jungdes das células endoteliais, chamado de paracelular
(Figura 7-B); ou atravessar no interior de um macrofago, chamado de “cavalo de
Troia” (Figura 7-C) (Liu et al., 2012).

Patogeno QJ \
b © c '@ . (/r\—{lacrofago
Sangue + +
| eloco@®) o) el eie |

e Zonas de oclusdo \
Cérebro + + Célula endotelial

S 0 A.j

Figura 6: Modelo esquematico dos trés mecanismos que os Cryptococcus utilizam para
transpor a barreira hematoencefalica. Modelo de passagem transcelular (a), patégenos
através da barreira por endocitose direta de células endoteliais. Modelo de travessia
paracelular (b), os patdgenos penetram entre as células de barreira através da zona de
oclusdo. O mecanismo "cavalo de Tréia" (c) envolve a penetragdo microbiana fagocitica das
células a usando a transmigragao dentro dos fagocitos infectados. As células do patégeno
sdo liberadas dos macrofagos apds a penetragéo. (Adaptado de Liu et al., 2012).

O primeiro método de travessia pela BHE se da pela passagem da levedura

por dentro da célula, transcitose (Figura 6 A). Um dos mecanismos para a entrada
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da levedura é pelo gene CPS1, responsavel pela formagao da capsula. Ele produz a
enzima acido hialurdnico sintase, produtor do acido hialurénico (AH). Este acido é
superexpresso quando a levedura utiliza o inositol como fonte de carbono, o que é
observado no cérebro pelo fato desta substéncia ser abundante neste local (Liu et
al., 2013). O AH interage com o receptor celular CD44 do hospedeiro, promovendo
um rearranjo nas moléculas de actina ao redor das balsas lipidicas da membrana

celular, possibilitando a entrada do fungo (Jong et al., 2008).

Além do AH, a entrada do fungo através da célula é possivel pela producao
da fosfolipase B1 pelo gene PLB1. As fosfolipases sdo enzimas que conseguem
hidrolisar compostos lipidicos, causando uma desordem na membrana celular,
possibilitando a entrada da levedura nas células do cérebro (Cox et al., 2001;
Maruvada et al.,, 2012). Além disso, ja foi visto que a metalloproteinase Mpr1
secretada pela levedura era essencial para a invasédo cerebral, esta interage com
uma proteina associada ao citoesqueleto da célula endotelial, a AnxA2 (Na
Pombeira et al., 2017).

A travessia da levedura por entre as células endoteliais (paracelularmente) se
da por entre células danificadas ou por entre perturbagdes das zonas de inclusédo
pelo uso de proteases (Strickland et al., 2021) (Figura 6 B). O fungo consegue se
ligar e ativar o plasminogénio do hospedeiro, levando a produgdo da plasmina, uma
protease sérica que degrada fibrina e o colageno, proteinas estruturais presentes
nas zonas de oclusdo (Stie et al., 2012). Além do uso da plasmina, a levedura
também utiliza da amdnia para causar danos nas zonas de oclusdo e conseguir
atravessar paracelularmente. O gene URE1 de Cryptococcus produz a uréase, esta
consegue converter ureia em amodnia, uma molécula téxica a zona de ocluséo,
tornando possivel a travessia entre as células (Cox et al., 2000); Olszewski et al.,
2004).

Além destes dois métodos, a entrada transcelular também ja foi associada
recentemente a outra proteina dos Cryptococcus, a metaloprotease. O efeito desta
proteina foi observado ao inserir seu gene (MPR1) em um Saccharomyces
cerevisiae (fungo sem a capacidade de invadir a BHE) e este conseguir transpor
esta barreira. O efeito desta proteina esta relacionado em sua acdo em diversas

proteinas relacionadas ao citoesqueleto e a endocitose (Na Pombejra et al., 2017).
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O terceiro e ultimo mecanismo para entrada na BHE ¢é pelo “cavalo de Troia”
(Figura 6 C). Neste método, a levedura atravessa a barreira dentro de um macréfago
do hospedeiro. Como é sabido, Cryptococcus pode ser parasita intracelular e viver
dentro de fagocitos (Feldmesser et al., 2000; Tucker et al., 2002). Como
demonstrado recentemente, o fagécito consegue transpor a barreira através de um
buraco nas células endoteliais, sem danificar a mesma. Uma vez o fungo estando
presente dentro deste fagocito, ele consegue sair sem causar uma lise na célula.
Neste mesmo estudo foi mostrado que células que n&o possuem a capacidade de
invadir a BHE (mutantes nao virulentos) conseguiam invadir quando estavam dentro
de um mondcito, demonstrando que estas facilitam a invasdo ao SNC (Sorrell et al.,
2016; Santiago-Triado et al., 2017).

Uma das maneiras de conseguir entender melhor a criptococose é desvendar
mecanismos de passagem pela barreira hematoencefalica (BHE), com isso é
possivel buscar substancias e mecanismos que possam impedir isso de acontecer.
Uma metodologia recente que vem auxiliando em ambos os aspectos € o uso de
transwells em cultivo celular com as células hCMEC/D3 (célula endotelial
microvascular do cérebro humano) (Figura 7 A). Estas células foram originadas do
tecido de microvasos do lobo temporal do cérebro e conseguem simular as

condi¢des observadas na BHE (Weksler et al., 2005).

A) B)g
° Levedura

Célula endotelial

Membrana permeavel

Figura 7: A) Representagdo esquematica do funcionamento de um transwell (Adaptado de
Santiago-Tirado, 2017). B) Célula hCMEC/D3 em cultivo celular de monocamada (Merck).
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Um ensaio utilizando o transwell (também chamado de “camara de Boyden”)
€ um teste feito para analisar a resposta migratoria em células endoteliais causadas
por certas substancias. Nesta metodologia, células endoteliais sdo colocadas na
camada superior de um dispositivo com uma membrana permeavel abaixo
(normalmente, poros de 8 um), o que permite avaliar a migracao das leveduras ou

de substancias através da camada celular (Santiago-Tirado et al., 2019).

Por estas razdes, os transwell vém sendo utilizados em ensaios com
Cryptococcus spp. simulando a BHE, onde na camada superior seria o sangue e na
camada inferior o cérebro. Com essa técnica, varios mecanismos de invasdo da
BHE ja foram descobertos, como a necessidade da levedura em liberar certas
proteases para a invasdo no SNC (Vu et al., 2014), a importéncia de diferentes
fatores de transcricdo presentes em C. neoformans que auxiliam na adesdo e
passagem da BHE (Lee et al., 2020) e também de que macréfagos do hospedeiro

auxiliam na passagem do fungo para o SNC (Santiago-Tirado et al., 2017).

1.4 Tratamento

A estratégia para o tratamento da criptococose esta diretamente ligada ao
local e gravidade da infecgdo no hospedeiro e seu estado imunoldgico (Coelho &
Casadevall.,, 2016). A base preconizada para o tratamento da criptococose € a
anfotericina B (AmB) juntamente com a flucitosina (5-FC) e fluconazol. Quando
usadas corretamente, apresentam uma forte acdo e diminuem bastante a
mortalidade dos hospedeiros em funcdo da doencga (Dismukes et al., 1987; Day et
al., 2013; Bratton et al., 2013).

A anfotericina B é um polieno e tem como principal agdo a ligacdo a
moléculas de ergosterol presentes na membrana da levedura, formando poros na
mesma, 0 que leva a uma desregulagdo osmatica, seguida de estresse celular
(Kontoyiannis et al., 2002; Loeffler et al., 2003). Além desse aumento de
permeabilidade, a AmB também causa danos por estresse oxidativo e nitrosativo
(Ferreira et al., 2013). Apesar de seu amplo espectro e alta eficiéncia, a AmB
apresenta grande toxicidade renal e hepatica. O fluconazol pertence a familia dos

azolicos e atua na biossintese do ergosterol, inativando a enzima lanosterol 14-a-
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demetilase, impedindo a conversao do lanosterol em ergosterol. Esta redugcdo na
sintese de causa uma instabilidade na membrana plasmatica, alterando a
permeabilidade da célula fungica, resultando na interrupcdo do crescimento
(Richardson, 1990; Kartalija et al.,, 1996). A 5-Flucitosina € um analogo de
pirimidinas, atuando na sintese de acidos nucléicos e, consequentemente, na

sintese proteica (Bennett et al., 1979).

O tratamento se da com o uso de AmB lipossomal 10 mg/kg/dia e 5-FC 100
mg/kg/dia por duas semanas. Juntamente com esses dois, o fluconazol é
administrado como uma manutengao do tratamento com 1200 mg/dia por cerca de
12 meses (WHO, 2022). O itraconazol é utilizado na terapia contra a criptococose
pulmonar com o uso de 200 mg/dia por 4 meses, mas ndo para a meningite
criptococécica. Isso ocorre porque a molécula apresenta dificuldades em transpor a
barreira hematoencefalica (Denning et al., 1989). E importante citar que a
anfotericina e a flucitosina ndo estdo disponiveis em todos os paises para o

tratamento, sendo somente o fluconazol utilizado (Loyse et al., 2013).

A resisténcia as drogas em Cryptococcus pode ocorrer devido a varios
fatores, como o local onde a infeccdo se da, a viruléncia da levedura, falha
farmacocinética ou de dosagem e também ao desenvolvimento de resisténcia
primario ou secundario do organismo a droga prescrita (Perfect et al., 1999). Neste
ultimo, diversos mecanismos de resisténcia ja foram descritos, como para o
fluconazol, no qual existem bombas de efluxo contra a droga (Joseph-Horne et al.,
1995) e é observada uma crescente dificuldade no tratamento da meningite
criptococécica (especialmente em HIV-positivos) devido a isso (Mpoza et al., 2017).
Outro mecanismo de resisténcia a azoles é observado em leveduras mutantes para
0 gene ERG11. Estes mutantes apresentam uma resisténcia a altas concentragdes
de fluconazol e voriconazol (Sioney et al., 2012). A resisténcia a AmB é rara, mas
existe. Usualmente ela é relacionada a producgédo de diferentes tipos de ergosterol
pela levedura, diminuindo a afinidade da droga por este composto (Kelly et al.,
1994). O entendimento de como esses mecanismos funcionam permitem uma rapida

reacao contra essas emergentes resisténcias.

Para o tratamento da meningoencefalite, 0 acometimento mais grave causado

pelos Cryptococcus, dados apontam que a concentragao de fluconazol observada no
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sistema nervoso central (SNC) é dose dependente e pode variar de 50 a 100% da
concentragdo observada no plasma (Brammer et al., 1990; Manosuthi et al., 2010).
Em contraste, a concentragdo do itraconazol observada no SNC € de no maximo
10% da observada no plasma, ndo sendo utilizado nestes casos (Heykants et al.,
1987). Por ultimo, a concentracéo de flucitosina e anfotericina B observada no SNC
€ quase a mesma observada no plasma, sendo ambas tratadas como linha de frente
no combate a esses casos de criptococose (Vogelsinger et al., 2006; Perfect et al.,
2010).

A busca por novos agentes antifungicos € um campo muito amplo, mas
poucas drogas chegam a ser aprovadas por 6rgaos regulatorios e usadas de fato no
tratamento de doengas (McCarty & Pappas, 2021). Nos ultimos anos, a maioria das
novas drogas sao formulagdes diferentes das ja existentes e utilizadas e, as drogas
inéditas, ndo sao efetivas no tratamento da criptococose (Hoy, 2022; Phillips et al.,
2023), sendo poucas chegando em fases finais de teste e com acédo na levedura
deste trabalho (Hodges et al., 2023).

Novos tratamentos para a criptococose além do uso de drogas séao
pesquisados continuamente. Na década de 90, trés individuos com uma meningite
aguda decorrente de Cryptococcus foram tratados com uma combinagao de AmBd e
anticorpos contra C. neoformans vindos de coelho e dois deles conseguiram se
recuperar (Gordon et al, 1995). Visando uma maior gama de tratamentos contra a
criptococose, um teste clinico foi realizado tratando pacientes HIV-positivos e com
meningite criptocdcica com o uso de anticorpos monoclonais contra a capsula de C.
neoformans (Larsen et al., 2005). Mais recentemente, pesquisas envolvendo
anticorpos monoclonais para a parede celular da levedura se mostraram
promossiras e estes até controlaram a doenca quando combinado com doses

subinibitérias de anfotericina B em modelo murino (Figueiredo et al., 2021).

1.5 Derivados tiazolicos

A busca por novas substancias para o tratamento das criptococoses € uma
causa bastante ativa, uma vez que seu tratamento tem se limitado basicamente a

trés compostos: anfotericina B, fluconazol e flucitosina. Sendo assim, se torna
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necessario encontrar novos compostos que sejam eficientes, seletivos e com pouca

toxicidade contra o hospedeiro (Maziarz et al., 2016).

Os azéis sdo uma classe de compostos quimicos heterociclicos que contem
um atomo de nitrogénio e pelo menos outro atomo ndo-carbono como parte do anel
(Eicher et al., 2003). Os tiazois ou (1,3-tiazol) possuem, como o outro atomo néao-
carbono, um atomo de enxofre e outro de nitrogénio, tendo féormula molecular
C3HsNS (Figura 8). Tiazdis sintéticos apresentam atividades anti-inflamatérias e
antimicrobianas bastante promissoras, resultando em um grande interesse sob o
ponto de vista farmacéutico (Gaikwad et al., 2013; Lino et al., 2018; Sinha et al.,
2018; Althagafi et al., 2019; Aaghaz et al., 2023).
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Figura 8: Formula estrutural basica de um composto tiazol. (NIH,PubChem, 2022)

Recentemente, Sa e colaboradores (2017) realizaram experimentos com
derivados de tiazois com a tentativa de observar seus efeitos sobre Cryptococcus
spp. Os autores observaram agao antifungica ao interferirem no sistema antioxidante
da levedura, aumentando o estresse oxidativo intracelular (Sa et al., 2017). Em outro
estudo, foi observado que estes derivados influenciam na viruléncia dos fungos,
causando uma redugao no biofiime formado por eles e também na espessura
capsular (Sa et al.,, 2018). Portanto os derivados tiazdis apresentam atividade
antifungica promissora e podem ser estudados quanto a capacidade de ultrapassar

e interferir na BHE.
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2. Justificativa

A criptococose é uma doenca infecciosa causada principalmente por duas
espécies de leveduras do género Cryptococcus: C. neoformans e C. gattii. E sabido
que C. neoformans € causador de doengas tanto em hospedeiros
imunocompetentes e imunocomprometidos, como nos portadores da AIDS ou
recém-transplantados. Somente na América Latina, 5.000 pessoas sao
diagnosticadas todo ano com criptococose e a doenca é responsavel por
aproximadamente 2.400 mortes. A meningite criptocococica causa cerca de 180.000
mortes por ano, a maioria acontecendo na Africa subsaariana, onde o diagndstico e

tratamento sido mais escassos.

Normalmente, uma infecgao por Cryptococcus se inicia com o hospedeiro
inalando esporos ou leveduras dessecadas do ambiente e estas se depositando nos
alvéolos pulmonares. Esse processo pode levar a uma inflamacdo no sistema
nervoso central apdés a disseminagdo do fungo pelo hospedeiro, levando a uma
meningite. Esse processo se da apds o fungo transpor a barreira hematoencefalica
seja por entre as células endoteliais, ou através das células ou carregado no interior

de um macréfago.

O tratamento para a criptococose inclui os antifungicos anfotericina B e
flucitosina, além do fluconazol. A flucitosina, recentemente aprovada pela ANVISA, é
um farmaco de alto custo e ndo costuma ser utilizada no tratamento em paises em
desenvolvimento, sendo somente a anfotericina e fluconazol utilizados. Além disso,
existe uma grande limitagdo para drogas que conseguem penetrar no SNC durante
tratamento da meningoencefalite, como é o caso do itraconazol, que apresenta
atividade contra estas leveduras, porém, ndo consegue transpor a BHE. Outro
problema é que a resisténcia da levedura a azéis utilizados no tratamento vem
aumentando, o que pode se tornar um grande problema clinico com o passar dos

anos.

Tendo em vista a relevancia clinica da meningite criptococdocica e também a
importancia da descoberta de novos farmacos antifungicos, este trabalho objetiva a

descoberta de derivados de tiazol com a habilidade de interferir na passagem do
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fungo pela barreira hematoencefdlica ou oenetrar a mesma e atuar na

meningoencefalite.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antifungica e o0 mecanismo de agdo de tiazois sobre

Cryptococcus spp.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar uma triagem com 30 derivados tiazolicos para avaliar a atividade

anticriptocdcica e a agcao em fenétipos de viruléncia do fungo.

e Avaliar a toxicidade dos tiazois sobre células HCMEC e que possam ser

utilizadas nos ensaios de transmigracédo em BHE;

e Realizar uma triagem quimico-genética com derivados tiazolicos em mutantes

de Cryptococcus neoformans deletados para fatores de transcri¢ao;

e Selecionar tiazéis que reduzam a passagem do Cryptococcus pela BHE por

meio de ensaio de transcitose;

e Realizar ensaios in vivo para observar a sobrevida e carga fungica nos érgéos

em camundongos tratados com tiazois
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4. Metodologia

4.1 Desenho experimental

Para avaliar a atividade antifungica in vitro de diferentes derivados tiazolicos
frente a Cryptococcus spp., 30 substancias foram testadas, inicialmente, frente a

duas linhagens C. gatti e C. neoformans.

Inicialmente foi realizada uma triagem com todos compostos para avaliar a
concentracdo minima inibitéria (CIM) e a concentragao fungicida minima deles. Em
seguida, um corte nos que apresentaram as a¢cdes menos eficazes foi realizado e 13
compostos seguiram para uma avaliagdo do indice de seletividade. Os compostos
que apresentaram uma melhor atividade e seletividade seguiram para um
experimento de curva de crescimento, além da avaliagdo da producéo de ergosterol

pelas leveduras apos entrarem em contato com as substancias.

Com base nos resultados obtidos, quatro substancias foram selecionadas
(RN86, RN88, RJ37 e RVJ42) e com estas foram realizadas o restante dos
experimentos: uma triagem quimico-genética utilizando uma colegdo de mutantes de
fatores de transcricdo de C. neoformans, um ensaio de combinagdao de farmacos
com o uso de anfotericina B e fluconazol, a avaliagao da influéncia dos derivados na
resisténcia ou susceptibilidade da linhagem H99 na presenca de estressores
celulares, além de ensaios de transwell para avaliar a capacidade das substancias

em cruzar a BHE.

Por fim, ensaios com modelo murino foram realizados para avaliar a
probabilidade de estender a sobrevida de animais tratados com os tiazois, além de

avaliar a carga fungica no cérebro e pulmao de animais.

4.2 Micro-organismos

Neste trabalho, os micro-organismos utilizados foram os isolados, C.
neoformans H99 (ATCC 208821), ATCC® 24067, WM 629 (ATCC® MYA-4567™),
WM 626 (ATCC® MYA-4565™), WM 628 (ATCC® MYA-4566™) e o ATCC 28957 e
os C. gatti R265 (ATCC MYA-4093), L27/01, 29/0893, 547/OTTI, 96806, 28/0893 e
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1962. Todos isolados possuem um estoque armazenado em glicerol 20% e, sempre
quando utilizados, estes foram descongelados e cultivados em agar Sabouraud
dextrose (ASD) por 48 horas a 37 °C. Além destas linhagens, também utilizamos
mutantes de C. neoformans H99 para diversos fatores de transcricao produzidos no
laboratério do Dr. Yong-Sun Bahn, na Yonsei University na Coreia do Sul (Jung et
al., 2015). Esta colegao conta com 322 linhagens mutantes para 155 fatores de

transcrigdes diferentes.

4.3 Substancias experimentais

Neste trabalho, foi realizada uma triagem com 30 substancias sintéticas
(Figura 9), pertencentes ao banco de substancias sintéticas da Profa. Dra. Renata
Barbosa de Oliveira do Departamento de Produtos Farmacéuticos da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais. Como controles positivos, foram

utilizados o fluconazol (Sigma-Aldrich) e anfotericina B (Sigma-Aldrich).
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Figura 9: Estrutura quimica basica dos 30 derivados tiazolicos utilizados neste trabalho.
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4.4 Determinacgao da concentragao minima inibitéria

Inicialmente, para uma triagem inicial dos compostos, foi feito o ensaio de
determinacdo da concentracéo inibitéria minima (CIM) de cada derivado frente a
Cryptococcus spp., em que foi utilizada a metodologia de microdiluicdo em caldo
(CLSI - M27-A2). Para isto, uma algcada de uma colénia de até 48 horas de
crescimento em ASD foi recolhida e adicionada em 2 mL de salina (NaCl 0,9%). A
transmiténcia dos inéculos foi entdo ajustada para 75-77% sob o comprimento de
onda de 530 nm, o que corresponde a 1x10% a 5x10° células/mL. Posteriormente,
este indculo inicial foi diluido em RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO, USA) acrescido
de MOPS 0,165 M, numa proporcao de 1:50 e, em seguida, novamente diluido numa
proporcdo de 1:20, de maneira a atingir uma suspensdo com 1x10% a 5x103
células/mL. Para as drogas, foi preparada uma diluigdo seriada das substancias (de
250 a 0,098 ug/mL), além do uso de fluconazol (de 0,125 a 64 ug/mL) como controle

positivo.

O ensaio foi realizado em placas de microdiluicao estéreis e com 96 pocos de
fundo chato. Nas colunas de 1 a 10 foram acrescentados 100 pL das drogas nas 10
diferentes diluicdes e, também nestes pocos, foi adicionado 100 pL da solugéo
contendo as leveduras. Ao final dessa diluicdo 1:1, a quantidade de células foi em
torno de 0,5 x 10% a 2,5 x 103 células/mL. Em todas as placas foi realizado um
controle de crescimento do fungo que consistia de 100uL do inoculo acrescido de
100 pL de RPMI e, também, um controle de esterilidade que consistia de 200 pL de
RPMI.

As placas de microdiluicdo foram incubadas em camara umida a 37 °C por 72
horas. Todos os ensaios foram realizados em duplicata e repetidos pelo menos trés
vezes. A leitura foi realizada visualmente, sendo que o CIM foi considerado como a
inibicado total do crescimento quando comparado ao crescimento do controle. Para a
leitura do fluconazol, foi considerada a inibicdo de 80% do crescimento quando

comparado ao crescimento do controle.
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4.4.1 Determinacgao da concentragao fungicida minima

Para se obter o valor da concentragao fungicida minima (CFM), do pogo no
qual foi observada a menor concentragdo de inibicdo da droga € aspirado um
volume de 10 pL e plagueado em ASD como uma microgota. As concentragdes
2xCIM e 4xCIM também sio plaqueadas e esta é incubada a 37 °C por 48 horas
(Hafidh et al., 2011). Apds este periodo, a placa segue para analise do crescimento

para avaliar o perfil de agao do antifungico.

4.5 Cultivo celular e ensaio de viabilidade e seletividade

A linhagem celular utilizada neste trabalho foi a hCMEC/D3 (Merk-Millipore
#SCCO066), uma linhagem derivada de microvasos do lobo temporal humano. Esta
linhagem representa um modelo da BHE que pode ser faciimente cultivada e é
passivel de estudos celulares e moleculares sobre mecanismos patolégicos e de
transporte de drogas com relevancia para o SNC (Weksler et al., 2013). O meio
utilizado foi o EBM-2 (Lonza — Catalogo N° CC3156) suplementado com soro fetal
bovino (SFB) 5%, penicilina-estreptomicina 1%, hidrocortisona 1,4 mM (Sigma
Aldrich, Catalogo N°H0888-1G), acido ascoérbico 5 ug/ml (Sigma Aldrich, Catalogo
N°A4403), concentrado lipidico quimicamente definido 1% (Gibco, Catalogo
N°11905-031), HEPES 10 mM (Sigma-Aldrich, Catalogo N° HO887) e fator basico de
crescimento de fibroblastos (bFGF) 1 ng/ml (Gibco, Catalogo N° PHG0266)
(Santiago-Tirado et al., 2019).

Ao serem descongeladas, as células foram, primeiramente, cultivadas em
frascos para cultura de tecidos de area de 25 cm?. Apds atingirem uma confluéncia
de 90%, foi feito um repique celular e estas foram transferidas em sua totalidade
para um frasco para cultura de tecidos de area de 75 cm?, onde foram mantidas e
conservadas sempre realizando seu repique celular depois de alcancada a
confluéncia de 90%. Para o repique celular, as garrafas foram lavadas com solugao
de PBS 1X (1,5 mM NaCl; 40 mM Naz2HPO4; 20 mM KH2POg4; pH 7,2) e tratadas por
5 minutos com tripsina 0,2% + EDTA 0,02% para dissociacdo enzimatica das
células, desfazendo a monocamada. Para a neutralizagdo da enzima, a garrafa foi

lavada com o meio citado acima e as células em suspensao foram centrifugadas a
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3500 rpm, a 25 °C por 5 minutos. O sedimento celular formado foi suspendido em 1
mL de meio e 250 uL deste foi transferido novamente para a garrafa, onde um novo

meio de cultivo celular também foi adicionado.

Para avaliar a toxicidade dos compostos em estudo sobre as células
hCMEC/D3, um teste de viabilidade celular foi realizado utilizando a metodologia do
MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]} (ThermoFisher,
#M6494). As células hCMEC/D3 foram cultivadas conforme condi¢cdes descritas
anteriormente em placas de fundo chato de 96 pocos até atingirem uma confluéncia
de 90%. Depois de atingida, as células foram incubadas por 48 horas a 37 °C e 5%
de CO2 atmosférico juntamente com uma diluicdo seriada dos derivados de tiazol
diluidos em DMSO. Para controle negativo, foi adicionado somente DMSO 0.5% nas
células e como controle positivo de toxicidade, foi utilizado fluconazol. Como controle
de backgroud, foram utilizados pogos somente com os compostos diluidos € o meio

de cultivo celular, sem células.

A viabilidade foi medida ao adicionar 10 yL/po¢o do MTT (5 mg/mL) e incubar
como descrito anteriormente por 4 horas. Apds o periodo de incubagdo, o meio MTT
foi cuidadosamente removido de todos os pogos e adicionados 100 yL de DMSO
para solubilizacdo dos cristais de formazan. As placas foram entdo suavemente
agitadas e incubadas a temperatura ambiente por 5 min e lidas na absorbancia de
590 nm em espectrofotdbmetro. A avaliagdo da toxicidade foi feita da seguinte
maneira: a porcentagem viavel de células em cada concentracdo foi calculada
[(média da D.O. das células tratadas/média da D.O. do controle de crescimento) x
100] e a concentracdo que mais se aproximou do valor de 50% (Clso, concentragao
inibitéria média) foi selecionada para calcular a toxicidade como mostrado mais
adiante (item 5.6).

Dados do ICso em hCMEC/D3 e de concentragdo inibitéria minima foram
utilizados para calcular o indice de seletividade (IS) de cada substancia. O IS foi
determinado pela razdo do valor do ICso dividido pelo valor do CIM. Onde foi
calculado 1S=ICs0/CIM. Valores maiores que 10 foram considerados indicativos de
auséncia de toxicidade, enquanto substancias com valores abaixo de 10 foram

consideradas toxicas (Protopopova et al., 2005).
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4.5.1 Toxicidade in vivo em modelo invertebrado

Para se avaliar a possivel toxicidade dos compostos deste trabalho, também
foi realizado um ensaio utilizando larvas do besouro Tenebrio molitor e diferentes

concentragdes das drogas.

Para o estudo de sobrevivéncia, larvas de tenébrio, pesando entre 100 e 200
mg e sem manchas escuras foram divididas em grupos de 12 animais e infectadas
com a linhagem C. neoformans H99 (ATCC® 208821™). A infecgédo foi realizada
usando uma seringa Hamilton (701 N, calibre 26s, comprimento da agulha 51 mm,
capacidade de 10 yL). Cada larva recebeu 5 uL de suspenséo fungica contendo 1 x
10° células na hemocele, na regido do abddémen, logo abaixo das patas, na porgéo
ventral. Foi utilizado um grupo como controle, inoculando apenas PBS estéril. Apos
24 horas, os grupos de larvas infectadas foram tratados com 5 pL dos derivados
RJ37, RVJ42, RN86 e RN88 nas concentragdes de 100 vezes o CIM e de 1000
vezes o CIM. As larvas foram incubadas a 37 °C em placas de Petri € o numero de
larvas mortas foi registrado em intervalos de 24 horas. Para a morte das larvas, foi
verificado visualmente o aparecimento de manchas escuras (melanizagdo) e

resposta a estimulos fisicos. Ao final, tragou-se uma curva de sobrevivéncia.

4.6 Curva de crescimento

Apos a determinagao do CIM dos derivados tiazélicos, um ensaio de curva de
crescimento foi realizado para avaliar a influéncia dos compostos sobre o
desenvolvimento das leveduras. Aqui, as substancias utilizadas foram as RNA40,
RN86, RN88, RN104, RN105, RN112, RJ37 e RVJ42.

Inicialmente, foram preparadas placas contendo diluicdes das substancias
alvo em concentragao igual ao valor do CIM, metade de seu valor e 74 de seu valor,
além de um controle negativo contendo apenas com RPMI e um controle positivo de
crescimento com meio RPMI acrescido do indculo fungico. Apds a preparagao das
placas, todos os pogos das diluigdes e controles, com exceg¢ao do controle negativo,
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receberam 100 uL do indculo fungico preparado como anteriormente. Essas placas
foram incubadas a 37 °C por 72 horas e, durante esse periodo, foram realizadas
leituras em um espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 600 nm em diferentes
intervalos de tempo, comegando com o momento da inoculagdo (tempo zero) e

seguindo com leituras em 24, 48 e 72 horas.

4.7 Triagem quimico-genética

Para obter informagdes sobre o papel de diferentes fatores de transcricao
(FT) na susceptibilidade aos derivados tiazdlicos, foi realizada uma triagem quimico-
genética usando uma colegcao de mutantes de (FT). A biblioteca consiste em 322

diferentes linhagens com delegdes em 155 FTs (Jung et al., 2015).

Antes dos testes, os mutantes, que estavam refrigerados a -80 °C em placas
de 96 pogos de fundo chato, foram descongelados a temperatura ambiente e 15 pL
de cada linhagem foi cultivado em meio ASD a 28 °C por 48 horas para verificagdo
da viabilidade de cada. Apos o cultivo, um indculo com cerca de 1x10% a 5x103
células/mL de cada mutante foi preparado e adicionado em placas de 96 pocos de
fundo chato contendo concentragdes que variavam de 4 vezes o valor da CIM até
um quarto do valor da CIM dos derivados tiazolicos RN86, RN88, RJ37 e RVJ42,
além do uso do fluconazol como controle. Pogos sem nenhuma droga também foram
utilizados como controle de crescimento das leveduras. Estas placas foram
incubadas em camara umida a 28°C por 72 horas e depois seguiram para avaliagao

visual do crescimento.

Informacgdes sobre as linhagens que apresentarem resisténcia (valor de CIM
igual ou maior a 4x a CIM da linhagem selvagem) ou sensibilidade (valor de CIM
igual ou menor a 4x a CIM da linhagem selvagem) foram utilizadas para uma
abordagem in silico. Nesta, foi feita a identificagédo de qual gene havia sido deletado
neste mutante e sua funcao por meio do site fungidb.org. Em seguida, estes genes
foram analisados por ontologia genética (Gene Ontology — GO), uma metodologia
usada na bioinformatica para agrupar genes por suas fun¢des. Para isso, usamos o
Revigo (Supek et al., 2011) (http://revigo.irb.hr/), uma ferramenta que resume longas

listas de GO, encontrando um subconjunto representativo dos termos usando um



42

algoritmo de agrupamento simples que se baseia em medidas de semelhanga

semantica, agrupando-os por fungao.

4.8 Quantificacao do ergosterol

A quantificagdo de ergosterol das leveduras apos contato com as substancias
teste foi realizada conforme Santos et al, 2012, com modificagdes. Inicialmente, as
amostras fungicas foram cultivadas em ASD a 37°C por 72 horas. Em seguida, um
inoculo de 1 x 108 células/mL de cada uma das linhagens foi preparado e foram
incubados overnight com concentragdes inibitérias de fluconazol e dos derivados
RN40, RN86, RN88, RN104, RN105, RN112, RJ37 e RVJ42. Além dos grupos
tratados com as drogas, um grupo controle de crescimento contendo apenas meio
RPMI-1640 e as leveduras também foi incubado. Apds o periodo de incubagao, os
tubos foram centrifugados a 4.000 rpm por 10 minutos a 4°C e, em seguida, o
sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas com agua destilada
esterilizada. Para a extragao dos lipidios, 3 mL de solugao etandlica de hidréxido de
potassio (KOH) 25% foram adicionados a cada massa celular, seguido por 1 minuto

de agitagéo intensa em agitador de vortice.

Posteriormente, os tubos foram incubados em banho-maria a 85 °C por 1 hora
e entdo resfriados a temperatura ambiente. Uma mistura de 3 mL de n-heptano
(C7H1e) (Sigma-Aldrich) e 1 mL de agua destilada esterilizada foi adicionada a
mistura, seguido de agitacdo por 3 minutos em agitador de vértice. Os
sobrenadantes foram colocados em placas de 96 pogos de fundo chato e esta
seguiu para leitura em espectrofotdmetro a 282 nm. Uma curva-padrao de ergosterol
(Sigma-Aldrich) foi produzida e utilizada para quantificacdo de ergosterol. Os
resultados foram expressos em ug/mL baseado na curva de calibragdo com o

padrao de ergosterol.

A partir destes experimentos realizados, as substancias RN86, RN88, RJ37 e

RVJ42 foram selecionadas para dar sequéncia aos ensaios seguintes.
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4.9 Ensaio de interagao entre tiazélicos e antifungicos clinicos

Os derivados tiazélicos RN86, RN88, RJ37 e RVJ42 foram testados quanto a
sua atividade em combinagdo com os antifungicos fluconazol e anfotericina B. Dez
diluicdes seriadas dos tiazois e sete diluicbes dos antifungicos foram preparadas.
Aliquotas de 50 pyL de cada derivado (25 ug/mL a 0,05 pg/mL) foram adicionadas
aos pogos de uma placa de 96 pocgos na orientagao vertical e as aliquotas de 50 uL
de cada diluicdo do fluconazol (64 pyg/mL a 1 pyg/mL) ou anfotericina B (16 ug/mL a
0,25 pg/mL) foram adicionadas em uma orientagc&o horizontal, de modo que a placa
ficou com todas as diferentes combinagdes possiveis de concentragdes dos dois
farmacos (Figura 10) (Gupta et al., 2003). Além disso, para controle, também foram

adicionados pogos com as diferentes diluigdes das drogas sem a presenga da outra.

Concentragdo
do derivado
tiazodlico
testado

Concentragéo do antifungico testado

Figura 10. Esquema do protocolo experimental do teste de combinagao. As setas (vertical e
horizontal) indicam o aumento da concentragao de cada agente individualmente e a seta em
diagonal indica 0 aumento da concentragao do antifungico e composto em combinagao.

Apods o preparo das placas com as drogas, foi adicionado em cada pogo 100
uL de indculo contendo de 1 x 10%a 5 x 102 células/mL, preparado conforme descrito
no item 4.4, totalizando um volume de 200 L por poco. As placas foram incubadas
a 35 °C por 72 horas. A interagdo dos farmacos com os antifungicos foi calculada de
acordo com o modelo de referéncia ZIP, usando a plataforma SynergyFinder 3.0

(lanevski et al., 2022). Neste modelo, é calculado a mudancga no potencial (efeito da
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droga em determinada concentragdo) quando a droga age sozinha ou em
combinagdo com outra, obtendo-se assim o score ZIP, usado para calcular o

sinergismo ou antagonismo.

4.10 Ensaio de spot em diferentes estressores celulares

Apos verificada a susceptibilidade de C. neoformans aos tiazois utilizados, o
préximo passo foi investigar as possiveis alteragdes celulares induzidas por esses
farmacos (Freitas et al., 2023). Para isso, C. neoformans, foi previamente cultivado
em meio ASD por 72 horas de incubacéo a 35 °C, e dele foi preparado um inoculo
de 2 x 10* células/mL em meio RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO, USA) acrescido
de MOPS 0,165 M. 500 ul deste in6culo foi utilizado juntamente com 500 ul das
drogas 37, 42, 86 e 88 em concentragao de CIM, ficando assim uma concentragao
final de 1 x 10 células/mL e as drogas em concentragbes subinibitérias. Apds isso,
elas foram incubadas a 35°C durante 48h. Apds a exposi¢cao aos farmacos, um novo
indculo foi preparado obtendo 1 x 108 células/mL. Em seguida foram realizadas
quatro diluicbes seriadas de 1:10 de cada in6culo e posteriormente 5uL de cada
diluicdo foram dispensados em meio ASD suplementado com diferentes estressores
celulares, sendo eles: Vermelho congo 0,5% (estresse de parede celular), H202 1,5
mM (estresse oxidativo), triton 0,025% (estresse de parede celular e membrana),
Cloreto de Sdédio 1,5 M (estresse osmotico), Cloreto de potassio 1,5 M (estresse
osmotico), DTT 15 mM (estresse no reticulo endoplasmatico), 0,03% SDS (estresse
de membrana de membrana e parede) e Calcofluor 5 mg/mL (estresse de
membrana celular e parede). As placas foram incubadas a 37°C durante 72 horas e,

posteriormente fotografadas e analisadas.

4.11 Avaliagao da produgao de melanina

Para a avaliagédo da influéncia na produgéo de melanina quando em presenca
dos compostos em teste, um inoculo de 103 células/mL de cada linhagem foi
preparado em solugao salina e 100 pL deste foi plaqueado em placas de 96 pocos

de fundo chato. Posteriormente, 100 pL de concentracbes subinibitorias das
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substancias RN86, RN88, RVJ37 e RJ42 também foram adicionados a estes pogos.
Também foi utilizado o fluconazol e um controle de crescimento sem a adicdo das

drogas. A placa foi incubada a 37 °C por 72 horas.

Apods o periodo de incubagado, um novo inoculo foi preparado utilizando-se as
leveduras que foram tratadas e 15 uL deste foi plaqueado em pontos diferentes em
uma placa de meio minimo agar contendo L-DOPA (15 mM dextrose, 10 mM
MgSOs4, 29,4 mM KH2PO4, 13 mM glicina, 3 pM tiamina e 1 mM L-DOPA; pH 5,5).
Estas foram incubadas a 37 °C por cinco dias ao abrigo de luz e depois seguiram
para avaliacdo visual no qual foi analisado o tamanho do crescimento das colénias,

sua coloragao e aspecto enquanto comparadas com o controle de crescimento.

4.12 Transmigracao celular

4.12.1 Ensaios de transcitose em modelo de BHE

Uma vez tendo sido determinada a CIM de cada derivado e suas inibicbes da
viabilidade celular, foram realizados os ensaios de migragdo da levedura através do
sistema da barreira hematoencefalica in vitro. Para isso, o aparato transwell com
uma membrana com poros de 8 um coberta de colageno foi utilizado. As células
hCMEC/D3 foram cultivadas como descrito anteriormente na parte superior dessa
membrana utilizando-se cerca de 5 x 10* células por cm? até que uma confluéncia de

100% seja observada.

Para a formacdo da barreira, células foram cultivadas (no aparato
supramencionado) sobre uma camada de colageno (150 pg/mL) e mantidas em
estufa a 37 °C com uma atmosfera contendo 5% de CO:z por 4 a 6 dias com troca de
meio a cada dois dias para obtencdo de uma monocamada de células. Para uso
posterior, as células foram dissociadas com o uso de tripsina/EDTA (Merk. Catalogo
N° SM-2003-C) e, em seguida, adicionadas de SFB e DMSO 10%. As passagens

foram armazenadas em freezer -80 °C.

Células fungicas em meio RPMI-1640 (1 x 108 células) foram adicionadas na
parte apical da cdmara e estas foram e mantidas em estufa a 37 °C com uma
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atmosfera contendo 5% de CO2. Posteriormente, o meio de cultivo foi coletado na
parte inferior para contagem de unidades formadoras de colénia (UFC). Diferentes
tempos de coleta (3, 9 e 24 horas) foram testados para avaliar o tempo de
passagem do fungo pela barreira. Como controle negativo, pogos sem a adigdo das
leveduras foram utilizados. Neste experimento, os meios coletados da parte basal
das camaras foram submetidos a diversas diluicées logaritmicas e, em seguida, 100
ML de cada diluicdo foram plaqueados em ASD e incubado por 48 horas a 37 °C.
Apos esse periodo, foi realizada a contagem das placas onde foi contado o numero
de células entre 30 e 300. O numero de unidades formadoras de colbnias é
calculado da seguinte férmula: CFU = (numero de colénias na placa x inverso da
diluicdo onde a contagem foi realizada)/volume plaqueado em mL (Breed &
Dotterrer, 1916) .

Seguindo com os ensaios de transcitose, o préximo foi realizado, com o uso
dos derivados RN86,RN88, RJ37 e RVJ42. O cultivo e o preparo dos pogos foram
realizados como descrito anteriormente. Juntamente das leveduras, concentragdes
inibitérias dos compostos foram adicionadas na parte apical do aparato e estes
foram mantidos em estufa a 37 °C com uma atmosfera contendo 5% de CO2z por um
periodo de 24 horas. Apds este periodo, 100 uL da parte inferior foi coletado,
plaqueado em uma placa contendo ASD e esta foi incubada por 48 horas a 37 °C e

seqguiu para posterior contagem de UFC.

4.12.2 Desenvolvimento e validagcdo de métodos bioanaliticos por

CLAE/DAD para quantificacao de tiazois

Para a quantificagdo dos compostos em estudos de permeabilidade, foi
necessario o desenvolvimento de métodos bioanaliticos de detectabilidade através
de CLAE/DAD (Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector
photodiodearray). Os métodos utilizados para a quantificagdo dos derivados 37, 42,
86 e 88 foram desenvolvidos no Laboratério de Controle de Qualidade da Faculdade
de Farmacia da UFMG, juntamente do professor José Eduardo Gongalves.
Inicialmente, foi realizada a otimizagdo das condi¢gées cromatograficas do método

previamente desenvolvido por Pierotte (2022), devido a similaridade das moléculas,
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com a finalidade de torna-lo mais adequado a quantificagdo dos derivados em
questdao (Protocolo 1 — Tabela 1). Apds analise inicial, decidiu-se por mudar a
abordagem dos derivados 86 e 88 para melhorar sua detectabilidade (Protocolo 2 —
Tabela 1).

Tabela 1 — Parametros cromatograficos do método bioanalitico por CLAE/DAE desenvolvido
para quantificar RJ37 e RVJ42 (Protocolo 1) e RN86 e RN88 (Protocolo 2) em tampao

Hanks
Parametro Protocolo 1 Protocolo 2
Coluna cromatografica ZORBAX Eclipse XDB C18 Phenyl
Tampéo de acetato de amébénio 2 mM, Tampao de acetato de sédio 7,2
Fase movel acido formico 0,1%, pH 2,5; mM, acido acético 1%, pH 5,7;
acetonitrila (ACN) acetonotrila
Eluicdo ACN:Tampao (50:50) ACN:Tampao (50:50)
Fluxo 1,0 mL/min 1,0 mL/min
Volume de injengéo 5uL 5uL
Temperatura do forno da 40 °C 40 °C

coluna

Para realizar o método cromatografico, solugbes padrées foram preparadas
para cada composto no dia das analises. Separadamente, foi pesado 10 mg de cada
composto e estes foram transferidos para balées volumétricos de 10 mL. Para
solubilizar, foi adicionada a cada baldao 10 mL de metanol. Apds chegar no volume
final, os baldes foram levados ao ultrassom por cinco minutos, as solugdes filtradas
e levadas para o vial de analise. Ao final, as solugdes ficaram na concentragao de 1

mg/mL.

4.12.2.1 Curva de calibragao

A curva de calibracdo € uma relacdo matematica entre a concentracdo de

uma substancia e o sinal analitico, usada para quantificar concentracoes
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desconhecidas e analisar a resposta do instrumento. Para isso, foi construida uma
curva de calibracdo utilizando-se 3 concentracdes diferentes de cada uma das

moléculas independentemente.

Para o preparo das concentragdes utilizadas para a curva de calibragao, foi
utilizado como base a solugado estoque preparada anteriormente para cada um dos
compostos. A partir dela, as novas concentragdes foram preparadas ao se diluir com
solugédo balanceada de Hank’s sem calcio e sem magnésio (KCl 5,33 mM, KH2PO4
0,44 mM, NaCl 138 mM, NaHCOs 4 mM, Na2HPO4 0,3 mM e glicose 5,6 mM) essas
amostras até as concentragées de 0,5, 5 e 20 pg/mL. 10 yL de cada uma dessas
novas concentracdes foi colocado em um vial de amostra e seguiu para a analise no

cromatograma.

A curva de calibragdo foi construida ao se determinar a equacado da reta
gerada a partir dos trés pontos e, através desta, € possivel calcular concentragcbes

desconhecidas em uma amostra através do sinal gerado.

4.12.3 Estudo de permeabilidade in vitro em hCMEC/D3

Para se avaliar a quantidade dos derivados tiazélicos que conseguiam passar
através da barreira gerada pelas células hCMEC/D3, foi realizado um ensaio de

permeabilidade.

Primeiramente, uma monocamada celular de hCMEC/D3 foi gerada em um
transwell assim como descrito no item 4.12. Apdés o periodo de formacado e
confluéncia da barreira, seu meio de cultura da parte apical foi aspirado e a mesma
foi lavada com a solucéo balanceada de Hank’s sem calcio e sem magnésio. Nestes
pocos foi adicionado 200 pL, individualmente, de solu¢gdes dos compostos RVJ37,
RJ42, RN86 e RN88, nas concentragdes de 20 e 200 pg/mL, diluidos em solugao
balanceada de Hank's sem calcio e sem magnésio. As placas contendo os
transwells foram incubadas em uma estufa a 37 °C com uma atmosfera contendo

5% de CO2 por um periodo de 24 horas.
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Apobs o periodo de 24 horas, a parte basolateral da barreira foi completamente
aspirada e esta seguiu para analise bioandlitica através de CLAE/DAD para

quantificagc&o utilizando-se a curva de calibragdo gerada no item 4.12.2.1.

4.13 Ensaio in vivo em modelo murino

Para o modelo animal, foram utilizados camundongos fémeas C57BL/6 de
seis a oito semanas de vida, pesando entre 20 e 25 gramas, adquiridas do Centro de
Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais e seguindo metodologias de
infeccéo e tratamento ja anteriormente padronizadas por nosso grupo (Freitas et al.,
2023). Os animais foram divididos em grupos de seis por gaiola, inclusive para os
grupos controles. Agua e racdo eram fornecidas ad libitum e eles foram mantidos em
ciclos de claro/escuro. Este trabalho foi aprovado (protocolo 237/2021) pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas
Gerais e seguiu-se protocolos e guias de manejo de acordo com o CONCEA (Guia
brasileiro de produg¢do, manutencgao ou utilizagao de animais em atividade de ensino

ou pesquisa cientifica, 2019).

4.13.1 Avaliagdo da sobrevida em modelo murino de infecgdo por C.

neoformans

Para avaliagdo da influéncia dos derivados tiazolicos na sobrevida dos
animais infectados, foi realizado um estudo onde os animais foram infectados e
entdo tratados com os compostos isoladamente e em combinagdo com anfotericina
B. Inicialmente, a linhagem C. neoformans H99 foi previamente cultivada em ASD a
35°C durante 48 horas. Em seguida, as células foram transferidas para solugao
salina estéril (NaCl 0,9%) e o inéculo foi contabilizado em camara de Neubauer com

o uso de azul de Trypan e ajustado para 1 x 10° células em 30 pl.

Para a infecgdo, os camundongos foram previamente anestesiados com uma
solugao de quetamina e xilazina em PBS (80 mg/Kg e 10 mg/Kg) e, apos 10

minutos, foi realizada uma pequena incisdo na pele, proxima a tiredide e apds a
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separagao das camadas dos tecidos, a traquéia foi exposta e inoculada com a
suspensao fungica feita anteriormente, ao final, a incisdo foi suturada. Apds o

procedimento, os grupos experimentais foram mantidos em gaiolas separadas.

O tratamento foi iniciado 24 horas apods a infecgdo. As injegcdes foram feitas
através da via intraperitoneal e cada grupo recebeu um composto isolado ou em
combinagdo com anfotericina B. Como controle, foi utilizado um grupo tratado com
anfotericina B e também um grupo que nao recebeu tratamento algum. As
concentragbes para o tratamento com os tiazois foram utilizadas de acordo com
doses previamente utilizadas por Sa (2018), a dose para anfotericina B (AmB) foi
escolhida de acordo com estudos prévios do grupo (Freitas et al., 2023). Os animais
foram divididos nos seguintes grupos: (1) 37 (10 mg/kg/dia), (2) 42 (10 mg/kg/dia),
(3) 86 (10 mg/kg/dia), (4) 88 (10 mg/kg/dia), (5) 37 (10 mg/kg/dia) + AmB (0,5
mg/kg/dia), (6) 42 (10 mg/kg/dia) + AmB (0,5 mg/kg/dia), (7) 86 (10 mg/kg/dia) +
AmB (0,5 mg/kg/dia), (8) 88 (10 mg/kg/dia) + AmB (0,5 mg/kg/dia), (9) AmB (0,5
mg/kg/dia) e (10) n&o tratado. Os camundongos foram monitorados diariamente e os
animais que apresentavam perda de peso superior a 20%, tremores ou imobilidade

foram eutanasiados de acordo com as normas do CONCEA.

4.13.2 Avaliagao da carga fungica no cérebro e pulmao

Depois do experimento de sobrevida, foram realizados dois novos ensaios
para se analisar a carga fungica apds a infecgcdo e tratamento dos animais. No
primeiro, a infecgdo e o tratamento foram realizados como descrito anteriormente e
os animais foram eutanasiados apds 10 dias de infecgao, colhendo-se o cérebro e o
pulmdo. No segundo, a infecgdo ocorreu por via intracraniana: os camundongos
foram anestesiados e, utilizando-se uma seringa, um inéculo de 1 x 103 células em
um volume de 5 pL foi inserido diretamente no tecido cerebral através do cranio, na
regido do bregma (Hamed et al., 2023). Ao passar de cinco dias estes animais foram
eutanasiados e o cérebro foi recolhido. Em ambos os experimentos os animais

foram tratados com as mesmas doses dos compostos do experimento anterior.
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O cérebro e pulmao que foram retirados dos animais foram macerados e
entao diluidos para quantificagdo da UFC. Apés triturados e diluidos, 50 uL de cada
pulmao e 200 uL de cada cérebro foi plagueado em ASD e incubado a 35°C por 48
horas. Posteriormente, as colonias foram contadas visualmente e entdo estabelecido

a quantidade de UFC/g de cada 6rgao.

4.14 Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio do software Prism 9.0.0 (GraphPad
Software Inc.). Os testes realizados para cada experimento estdo indicados nas

figuras.
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5. Resultados

5.1 Determinagao da concentragao inibitéria minima

Na triagem inicial para determinar os compostos com as melhores atividades
antifungicas, as seguintes concentragdes inibitorias minimas observadas na Tabela

2 foram obtidas.

Tabela 2: Concentracgao inibitéria minima dos 30 compostos iniciais do estudo obtidas frente
as linhagens C. neoformans H99 e C. gattii R265.

C. neoformans H99 C. gattii R265
Composto Concentracao inibitéria minima (ug/mL)
RN18 6,3 12,5
RI20 6,3 6,3
RN40 1,6 0,8
RN86 3,1 1,6
RN88 1,6 0,8
RN99 12,5 12,5
RN100 25 12,5
RN104 0,8 0,8
RN105 0,8 0,8
RN112 3,1 1,6
RN113 0,8 0,8
RJ13 1,6 0,8
RJ30 6,3 6,3
RVJ31 6,3 50
RVJ33 3,1 1,6
RVJ35 1,6 1,6
RJ35 0,2 <0,1
RVJ36 0,8 0,8
RVJ37 >50 >50
RJ37 0,2 0,2
RJ38 04 0,2
RVJ42 0,2 0,1
RJ44 0,8 0,8
RVJ45 04 0,2
RVJ46 12,5 12,5
RVJ47 04 04
RJV49 0,2 04
RJ32 1,6 0,8
RVJ62 3,1 3,1
PD76 0,8 04
Anfotericina B 04 04
Fluconazol 20 4,0

Na tabela é possivel observar que os valores de CIM para todos os derivados
frente as duas leveduras testadas se mantiveram proximos, se diferenciando no

maximo por duas diluicbes (4 vezes), e bem baixos. Os menores valores de CIM
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observados para ambas as linhagens foram obtidos pelas substancias RJ35, RJ37 e
RJ42, com uma concentragao inibitéria de 0,2 e 0,1 ug/mL, valores bem préximos do
CIM obtido para a AmB. Ja os maiores valores de CIM obtidos foram pelas
substancias RN18, RN99, RN100 e RVJ37, com valores de concentragao de inibicao
de 12,5 pg/mL, 12,5 pg/mL e maior que 50 ug/mL, respectivamente.

ApoOs a triagem inicial, os compostos com as atividades mais promissoras
(RJ37, RVJ42, RN86 e RN88) foram selecionados e um novo ensaio de CIM foi
realizado utilizando-se um maior numero de linhagens de C. neoformans e C. gattii

para melhor avaliar o potencial de inibicdo destas moléculas (Tabela 3).

Tabela 3: Concentracéo inibitéria minima de 4 diferentes tiazois e anfotericina B frente a 11
linhagens de Cryptococcus neoformans e C. gattii.

Concentragao inibitéria minima (pg/mL)

Linhagens Compostos

RJ37 RVJ42 RN86 RN88 AmB

% ATCC® 24067 0,2 0,1 0,8 0,4 0,4
g WM 629 (ATCC® MYA-4567™) 0,8 0,2 1,6 0,4 0,4
wg WM 626 (ATCC® MYA-4565™) 0,4 0,4 3,1 1,6 0,8
S WM 628 (ATCC® MYA-4566™) 0,4 0,2 <0,1 <0,1 0,8
O ATCC 28957 0,4 0,1 0,8 0,4 0,4
Média geométrica 0,4 0,2 1,3 0,5 0,6
L27/01 0,4 0,2 0,8 0,4 0,4

. 29/0893 0,4 0,8 1,6 1,6 0,8
£ 547 OTTI 0,2 0,2 0,8 0,4 0,4
S’ 96806 0,2 0,4 1,6 1,6 0,4
28/0893 0,4 0,1 0,8 0,8 0,4
1962 0,4 0,2 1,6 0,4 0,8
Média geométrica 0,3 0,3 1,2 0,9 0,5

Os valores obtidos apds a ampliagdo do numero de linhagens se mantiveram
similares ao observado com as duas utilizadas inicialmente na triagem, com a CIM
variando de 0,1 a 1,6 yg/mL. Analisando as médias obtidas para cada derivado, o
composto RVJ42 apresentou as menores, com 0,2 e 0,3 pg/mL para C. neoformans
e C. gatti respectivamente. J& o RN86 as maiores, com 1,3 e 1,2 pg/mL para C.

neoformans e C. gatti respectivamente.
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5.1.1 Determinagao da concentragao fungicida minima

A concentragdao fungicida minima foi obtida ao se avaliar visualmente o
crescimento fungico. Se a relagdo CFM/CIM for maior do que 2, a substancia é
classificada como fungistatica, do contrario, é fungicida (Hafidh, et al., 2011). No
experimento aqui realizado, todos os derivados utilizados apresentaram uma relagao
CFM/CIM menor do que 2, ou seja, sdao compostos fungicidas. Como controle,
utilizamos o fluconazol, este apresentou um CFM/CIM igual a 4, comprovando sua

acgao fungistatica.

5.2 Ensaio de viabilidade celular em HCMEC

No ensaio de viabilidade celular, a citotoxicidade dos compostos foi testada
frente as células hCMEC/D3. Neste trabalho, a citotoxicidade foi medida de acordo
com o ICso observado, ou seja, a concentragdo minima de cada droga que é
necessaria para inibir, in vitro, o processo de crescimento celular ou sua viabilidade
em 50% quando comparada com um controle de crescimento, sem a presenca das
drogas. Quanto maior a concentragdo obtida, menos citotoxica a droga € para a

célula em questao.

A substancia RN18 foi a unica dentre todas testadas que apresentou um ICso
maior do que o valor maximo de concentragdao testado (300 ug/mL), ou seja,
concentragbes mais altas seriam necessarias para encontrar um valor de ICso. Ja as
substancias RN104 e RN112 foram as que apresentaram os menores valores de

ICs0, 2,3 ug/mL. O restante dos valores de ICso pode ser observado na Tabela 4.

Tabela 4: Valores de 50% de indice de citotoxicidade (ICso) na linhagem celular hCMEC/D3
para 13 derivados tiazolicos.

ICso (pg/m L)

RN18 RI20 RN40 RN86 RN88 RN99 RN100 RN104 RN105 RN112 RN113 RJ37 RVJ42 Fluconazol
>300 94 150 150 37,5 4,7 37,5 2,3 18,8 2,3 4,7 150 75 >300
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5.2.1 Indice de seletividade

Para analisar, de fato, a toxicidade dos compostos, o indice de seletividade foi
utilizado. Essa medida indica a capacidade da droga de agir de forma especifica
contra um alvo desejado em relagc&o a outros alvos. Quanto maior o valor do indice
de seletividade, maior a preferéncia da droga por seu alvo especifico, tornando-a
potencialmente mais segura e eficaz para um tratamento (Katsuno et al., 2015). Os
valores de indice de seletividade maiores que 10 indicam uma seletividade dez
vezes maior do composto para com as leveduras do que para com as células
hCMEC/D3. As substancias RN18, RN40, RN86, RN88, RN104, RN105, RJ37 e
RVJ42 apresentaram um IS superior a 10, indicando uma alta seletividade. Ja os
derivados RN20, RN99, RN100, RN112 e RN113 apresentaram um indice de
seletividade menor do que 10, indicando uma possivel toxicidade as células né&o-

alvo. Como comparacao, o valor obtido de IS para o fluconazol foi superior a 90.

Tabela 5: indice de seletividade das 11 substancias testadas e do fluconazol.

indice de Seletividade

RN18 RI20 RN40 RN86 RN88 RN99 RN100 RN104 RN105 RN112 RN113 RJ37 RVJ42 Fluconazol
32 1,5 1282 64 316 04 2 29 24,1 1 6 750 500 96,5

5.2.2 Toxicidade em modelo de animal invertebrado

Além da andlise da toxicidade através do ICso e do indice de seletividade,
também foi realizado um experimento em modelo animal para avaliar os possiveis
danos que os derivados poderiam causar de acordo com a concentragao utilizada no

tratamento além de avaliar também a interacao da levedura com a droga.

Na curva de sobrevida do modelo invertebrado (Figura 11), nenhum animal
que recebeu somente o PBS veio a 6ébito. Todos os animais que receberam somente
a levedura sucumbiram ao final de nove dias de infeccdo. Quando analisamos os
animais que receberam os derivados na concentracdo de 100 vezes o CIM,
observamos que estes conseguiram sobreviver a infecgao, apresentando uma média
de sobrevivéncia de 74,3% ao final dos 14 dias de observacao do experimento. Ja
0S grupos que receberam as drogas na concentragdo de 1000 vezes o CIM,

morreram todos ao final de dez dias. Estes dados nos mostraram uma auséncia de
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toxicidade para tenébrios, além de indicar uma possivel atividade in vivo, indicada

mais adiante.

o — NI

2 1% - = PBS

£ go- . —~ 100x RN86
o T

5 707 . ~+ 100x RN88
> ool 100x RJ37
2 40 ~ 100x RVJ42
S 30- = 1000x RN86
3 7] -~ 1000x RN88
2 0 , -+ 1000x RJ37
a 0 15+ 1000x RVJ42

Figura 11: Gréafico de sobrevida de Tenebrio molitor infectados com 1x10° células de
Cryptococcus neoformans H99 e tratados apds 24 horas com os derivados tiazélicos. 100x:
animais tratados com a droga na concentragao de 100 vezes o CIM; 1000x: animais tratados
com a droga na concentracdo de 1000 vezes o CIM; NT: ndo tratados. Analise estatistica:
curva feita pelo método Kaplan-Meier; analise estatistica feito pelo teste logrank. * p < 0,05
em relacio ao controle nio tratado.

5.2 Curva de crescimento

A figura 12 mostra os resultados das curvas de crescimento. Nestas, é
observada a relagdo entre a concentragdo usada das drogas e a capacidade do
fungo de crescer e se multiplicar. Usando como controle a curva do crescimento
fungico na auséncia de drogas, € notavel o aumento da carga fungica apos o
periodo de 48 horas (Figura 12), sendo possivel observar um crescimento
exponencial até as 72 horas. E observado também que o fluconazol, mesmo na
concentragdo de CIM, possibilita o crescimento do fungo uma vez que o0 mesmo

possui acgao fungistatica.
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Sob a acgao dos tiazdis, os graficos gerados nos mostram uma relagdo de
dose-dependéncia. Na concentracédo d CIM, seu crescimento € inibido e, diminuindo
a concentragdo para doses subinibitorias (CIM/2), a levedura consegue se
multiplicar, mas ainda ndo chegando ao crescimento observado no controle de

crescimento.

Analisando a area sob a curva, € possivel afirmar quais derivados inibiram
mais o crescimento total das leveduras ao longo das 72 horas. Para H99, os
derivados RN104, RN113 e a RVJ42 foram os que mais inibiram nas concentracoes
de CIM e CIM/2. Ja para a linhagem R265, os derivados RN86 e RN105 foram os

gue mais inibiram nas concentragdes CIM e CIM/2.
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Figura 12: Graficos da curva de crescimento em meio RPMI para as linhagens C.
neoformans H99 e C. gatti R265 frente ao tratamento com os derivados de tiazol em
concentragoes inibitdrias (CIM) e subinibitérias (CIM/2) por um periodo de 72 horas. Valores
gerados em leitura na absorbancia de 600 nm. Analise estatistica: Area sob a curva e
ANOVA seguida de pds-teste Tukey, * p < 0,05 em relagédo ao controle de crescimento.

5.3 Triagem quimico-genética

Para entendimento do mecanismo de acado, inicialmente foi realizada a
triagem quimico-genética, utilizamos os derivados RN86, RN88, RJ37 e RVJ42 para
avaliar a resisténcia ou sensibilidade de uma colecdo de mutantes de diversos
fatores de transcricdo. Apds a realizacdo dos testes, nao foi observada a presenca
de nenhuma linhagem que era mais sensivel a estes compostos testados, somente
linhagens que apresentaram maior resisténcia quando comparadas ao controle C.
neoformans H99. Com base do uso de ontologia génica (GO), observamos quais

processos biolégicos e fungdes moleculares poderiam ter possibilitado esse
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aumento na resisténcia frente as drogas testadas. A seguir somente serdo
apresentados os mutantes com genes ja descritos e anotados, proteinas hipotéticas

estao exibidas em anexo.

Na tabela 6 estédo listados os mutantes e seus respectivos genes que foram
resistentes a substancia RN86 e que possuem um produto génico ja identificado a
sua delegcdo. Através da analise de GO, podemos observar que as fungdes
moleculares mais significativas envolvidas nessa resisténcia s&o atividades
reguladora, coativadora e co-reguladora de transcricdo, além de genes envolvidos
na ligacado de cations. Sobre os processos bioldgicos, os mais significativos
observados envolvem respostas a estresses e regulagdo negativa de processos

celulares (Figura 13).

Tabela 6: Tabela com mutantes de C. neoformans H99 resistentes ao derivado RN86,
genes deletados e produtos génicos correspondentes.

Gene ID Gene Produto génico deletado

CNAG_00068 - Specific RNA Polymerase Il Transcription Factor
CNAG_00460 LIv1 Virulence Related Protein Of Unknown Function
CNAG_03902 RDS2 Regulator Of Drug Sensitivity 2, Putative
CNAG_05392 ZAP104 Specific RNA Polymerase Il Transcription Factor
CNAG_01626 ADA2 Transcriptional Adapter 2-Alpha

CNAG_02700 ZFC8 C2H2 Type Zinc Finger Transcription Factor
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Figura 13: Analise de ontologia genética para mutantes de C. neoformans H99 resistentes
ao derivado RN86. Termos de ontologia genética (GO) para a andlise de funcdes
moleculares (em preto) e processos bioldgicos (em cinza) com valores de p estatisticamente
significativos.

Sobre os mutantes resistentes ao derivado RN88 (Tabela 7, podemos

observar que eles se apresentaram em uma maior quantidade quando comparado
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aos resistentes ao RN86. Na analise de ontologia genética para fungdes
moleculares, destacam-se genes com atividade de ligagdo a acidos nucleicos
(Figura 14). Para os processos biologicos, os genes de maior significancia estao

envolvidos com resposta a estresses, como oxidativo, quimicos, a sais e osmoéticos.

Tabela 7: Tabela com mutantes de C. neoformans H99 resistentes ao derivado RN88,

genes deletados e produtos génicos correspondentes.

Gene ID Gene Produto Génico

CNAG_02296 RBK1 ATP-Binding Protein

CNAG_05785 STB4 Putative Transcription Factor

CNAG_06425 PPR1 Fungal Specific Transcription Factor

CNAG_00068 - Specific RNA Polymerase Il Transcription Factor
CNAG_07924 MCM1 Pheromone Receptor Transcription Factor, Putative
CNAG_02555 SIP402 Putative Zn2-Cys6 Zinc-Finger Transcription Factor
CNAG_00896 FZC34 Transcription Factor

CNAG_06814 SXl1alpha  Alpha Cell-Type Homeodomain Transcription Factor
CNAG 01454 STE12alpha Transcription Factor STE12

CNAG_03527 HEL2 Cytoplasmic Protein

CNAG_04268 APN2 Exodeoxyribonuclease Il

CNAG_05420 usv10o1 Nutrient And Stress Factor 1, Putative
CNAG_06483 FZC25 Hypothetical Protein

CNAG 02435 BWC2 White Collar 2 Protein

CNAG_00460 Liv1 Virulence Related Protein Of Unknown Function
CNAG_03902 RDS2 Regulator Of Drug Sensitivity 2, Putative
CNAG_04093 YRM103 Putative Transcription Factor

CNAG_03894 PDR802 Putative Zn2-Cys6 Zinc-Finger Transcription Factor
CNAG_03018 ASG101 Putative Zinc Finger Transcription Factor
CNAG_01973 ZFC2 C2H2 Zinc Finger Protein Zas1A

CNAG_03431 FzZC48 Nuclear Protein

CNAG_07922 FZC4 Transcription Factor

CNAG_03366 ZNF2 C2H2 Type Zinc Finger Transcription Factor
CNAG_01948 FZC36 Nuclear Protein
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Figura 14: Andlise de ontologia genética para mutantes de C. neoformans H99 resistentes
ao derivado RN88. Termos de ontologia genética (GO) para a analise de fungdes
moleculares (em preto) e processos bioldgicos (em cinza) com valores de p estatisticamente
significativos.

Os mutantes resistentes ao derivado RJ37 estdo expostos na Tabela 8. Na
analise de ontologia genética para os processos bioldgicos, os genes de maior
significancia estao envolvidos com resposta a estresses, como oxidativo, quimicos, a

sais e osmaticos (Figura 15).
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Tabela 8: Tabela com mutantes de C. neoformans H99 resistentes ao derivado RVJ37,
genes deletados e produtos génicos correspondentes.

Gene ID Gene Produto génico

CNAG_00068 specific RNA polymerase |l transcription factor
CNAG_00193 GAT1 GATA type zinc finger protein asd-4
CNAG_07506 FAP1 FKBP12-associated protein 1, putative
CNAG_02774 MAL13 E:Jorlgﬁ]l Zn(2)-Cys(6) binuclear cluster domain
CNAG_02603 early growth response protein 1

CNAG _06814 SXl1alpha Alpha cell-type homeodomain transcription factor
CNAG 01438 SWi6 Cell-cycle box factor subunit SWI6, putative
CNAG_01173 LAG1 LAG1 family transcription factor, putative
CNAG_05785 STB4 putative transcription factor

CNAG_05861 FKH101 Fork head protein homolog 1, putative
CNAG_05861 FKH101 Fork head protein homolog 1, putative
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Figura 15: Analise de ontologia genética para mutantes de C. neoformans H99 resistentes
ao derivado RJ37. Termos de ontologia genética (GO) para a andlise de funcbes
moleculares (em preto) e processos bioldgicos (em cinza) com valores de p estatisticamente
significativos.

Os mutantes resistentes ao derivado RVJ42 estdo descritos na Tabela 9. Na
analise de ontologia genética para os processos biolégicos, os genes de maior

significancia estao envolvidos com um aumento em processos biolégicos e também
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na resposta a estresses, como oxidativo, a metais pesados, quimicos e osmaoticos

(Figura 16).

Tabela 9: Tabela com mutantes de C. neoformans H99 resistentes ao derivado RJ42, genes
deletados e produtos génicos correspondentes.

Gene ID Gene Produto génico

CNAG_07506 FAP1 FKBP12-associated protein 1, putative
CNAG_07797 CLR6 transcriptional regulator

CNAG_07797 CLR6 transcriptional regulator, variant
CNAG_05222 NRG1 transcriptional regulator Nrg1

CNAG_ 01173  LAGT LAG1 family transcription factor, putative
CNAG 06064 PTP1 Putative protein tyrosine phosphatase
CNAG_06425 PPR1 fungal specific transcription factor
CNAG_05538  JJJ1 Dnad-like cochaperone
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Figura 16: Andlise de ontologia genética para mutantes de C. neoformans H99 resistentes
ao derivado RVJ42. Termos de ontologia genética (GO) para a analise de fungbes
moleculares (em preto) e processos bioldgicos (em cinza) com valores de p estatisticamente
significativos.

5.4 Avaliagcao do crescimento de linhagens de H99 previamente expostas

aos derivados tiazolico sob o efeito de diversos estresses

Consierando os resultados obtidos na triagem quimico genética, verificamos

que fatores de transcricdo relacionados a resisténcia a diferentes estresses estéo
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envolvidos na resisténcia aos derivados tiazois. Seguindo esta linha, a linhagem H99
foi exposta aos derivados tiazolicos e em seguida exposta a diferentes tipos de
estresse. Para o estresse osmotico (KCI e NaCl), as linhagens previamente expostas
a todos os tiazdis apresentaram maior crescimento em relagdo ao controle (Figura
17 A e 17 B). Para o estresse da membrana celular (SDS), as linhagens previamente
expostas ao RJ37 e RVJ42 apresentaram maior crescimento quando comparadas
ao controle (Figura 18 A). Para o estresse de membrana e parede celular (Triton),
apenas a linhagem crescida em RVJ42 se destacou com um crescimento maior do
que o controle (Figura 18 B). Ja para o estresse de parede celular (Vermelho congo),
todas as linhagens previamente expostas aos derivados apresentaram um
crescimento maior quando comparadas ao controle (Figura 19 A). Estes dados
confirmam os resultados da triagem quimico-genética e mostram que o fungo

apresenta diferentes mecanismos para sobreviver aos derivados tiazois.

Por fim, para a melanizagao, € possivel observar uma mudanca no fenétipo
de coloragao para todas as linhagens previamente expostas aos derivados tiazélicos

quando comparadas com o controle de crescimento (Figura 19 B).

A) B)

Estresse osmoético— NaCl 1,5M

106 10° 10* 103 107

Estresse osmético- KCI1,5M

106 105 104 103 102

Figura 17: Crescimento de linhagens de C. neoformans H99 sob estresse osmotico apds
exposicao aos derivados tiazdlicos com plaqueamento em diluigdo seriada de 1x10%a 1x10?
células. Perfil de crescimento das linhagens em cloreto de potassio apds exposigdo aos
derivados (A) e perfil de crescimento das linhagens em cloreto de sddio apds exposigao (B).



A) Estresse de membrana celular — SDS 0,03% B) Estresse de parede e membrana celular - Triton 0,025%
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Figura 18: Crescimento de linhagens de C. neoformans H99 sob estresse de membrana e
parede celular apds exposicdo aos derivados tiazdlicos com plagueamento em diluicdo
seriada de 1x10° a 1x10? células. Perfil de crescimento das linhagens em SDS apos
exposicao aos derivados (A) e perfil de crescimento das linhagens em Triton apds exposi¢cao

(B).

A) B)

Estresse de parede celular — Congo Red 0,5% Melanizagao
106 105 104 103 102 106 10° 10*  10° 102

Figura 19: Crescimento de linhagens de C. neoformans H99 sob estresse de parede celular
e producdo de melanina apds exposicdo aos derivados tiazdlicos com plagueamento em
diluigao seriada de 1x10°a 1x10? células. Perfil de crescimento das linhagens em Vermelho
Congo apés exposi¢cao aos derivados (A) e perfil de crescimento das linhagens em meio

minimo com L-DOPA apéds exposicéo (B).
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5.5 Sinergismo entre os derivados tiazélicos e anfotericina B ou

fluconazol

Os resultados da combinagao entre os tiazoéis com fluconazol e anfotericina B
podem ser verificados nas Figuras 20 e 21, respectivamente. Para os resultados
com o fluconazol, é possivel observar que a interagdo de antagonismo foi presente
quando os dois farmacos estavam presentes nas maiores concentragdes, entre 3,12
pg/mL e 25 pg/mL para os derivados e 2 pg/mL e 64 pug/mL para o fluconazol.
Exceto para o composto RN86, o sinergismo foi observado em todas as
combinag¢des nas menores concentragdes dos dois farmacos, entre 0,049 pg/mL e
0,098 pg/mL para os derivados e 1 ug/mL e 4 pg/mL para o fluconazol. Porém, para

concentragbes maiores, foi observado antagonismo.
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Figura 20: Graficos da interagédo entre diferentes concentragdes dos derivados tiazdlicos e o
fluconazol. RJ37 em (A), RVJ42 em (B), RN86 em (C) e RN88 em (D). A coloragédo mais
proxima ao vermelho indica uma relagdo de sinergismo enquanto que a mais proxima ao
verde, de antagonismo. Graficos gerados través da plataforma SynergyFinder 3.0.
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Para os resultados com a anfotericina B, € possivel observar que, assim como
foi para o fluconazol, a interagdo de antagonismo foi presente quando os dois
farmacos estavam presentes nas maiores concentragdes, entre 3,12 yg/mL e 25
Mg/mL para os derivados e 1 ug/mL e 16 pg/mL para a anfotericina B (Figura 21).
Também como foi observado com o fluconazol, o sinergismo foi observado nas
combinag¢des nas menores concentragdes dos dois farmacos, entre 0,049 pg/mL e

0,78 ug/mL para os derivados e 0,25 ug/mL e 1 pg/mL para a anfotericina B.
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Figura 21: Gréficos da interacao entre diferentes concentragcdes dos derivados tiazolicos e a
anfotericina B. RJ37 em (A), RVJ42 em (B), RN86 em (C) e RN88 em (D). A coloragao mais
proxima ao vermelho indica uma relagdo de sinergismo enquanto que a mais proxima ao
verde, de antagonismo. Graficos gerados través da plataforma SynergyFinder 3.0.
Considerando que os mecanismos de agao de anfotericina B e fluconazol
estao relacionados ao ergosterol, cogita-se uma provavel competicdo entre estas

substancias com os derivados tiazois aqui testados.
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5.6 Quantificagao do ergosterol

ApOs visualizar que pode haver antagonismo entre os tiazois e antifungicos
que atuam no ergosterol, ou sobre a sintese deste, realizamos a quantificagdo de
ergosterol. ApoOs realizar o calculo da curva-padrdo para conseguir associar a
absorbancia obtida com uma concentracao de fato do ergosterol, podemos observar
0 quanto deste estava presente em casa amostra (Figura 22). Para ambas as
linhagens, o controle de crescimento apresentou valores similares de producéo do
esterol em analise. Também para as duas linhagens, o tratamento com o fluconazol
diminuiu a produgao da substancia, assim como observado para todos os derivados
utilizados, com excessao do RN113, que mantem uma quantidade produzidaproxima
ao controle de crescimento. Estes dados explicam, em parte, os resultados
observados na combinagéo com fluconazol e anfotericina B. Uma redug¢ao nos niveis
de ergosterol poderia reduzir alvos para agao de anfotericina B. Ao mesmo tempo,

os tiazois podem competir com fluconazol para exercer sua atividade.
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Figura 22: Grafico da producdo de ergosterol para as linhagens C. neoformans H99 e C.
gattii R265 apds tratamento com concentragdes subinibitorias de fluconazol e dos derivados
tiazolicos. F: Fluconazol; CC: controle de crescimento. Andlise estatistica: one-way ANOVA
seguida de pds-teste Tukey; * p < 0,05 em relagao ao controle de crescimento, ** p < 0,005
em relagdo ao controle de crescimento, *** p < 0,0005.
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5.7 Ensaios de transcitose

Neste topico, serdo relatados os ensaios envolvendo o uso da metodologia
com transwell. Além de um experimento inicial para avaliar a capacidade das
linhagens de atravessarem a monocamada celular, também foram realizados
experimentos para analisar o potencial de inibicdo de passagem que as drogas
poderiam ter nas leveduras, o efeito de agdo dos derivados colocados antes e apos
a barreira e a quantificacdo das moléculas por CLAE/DAD. Somente as substancias
RN86, RN88, RJ37 e RVJ42 foram utilizadas.

5.7.1 Avaliagcao da capacidade de transcitose das linhagens H99 e R265

No primeiro ensaio de transcitose realizado, foi verificada a capacidade de
cada linhagem em estudo atravessar, em 24 horas, a barreira formada pela
hCMEC/D3. Os numeros obtidos neste experimento mostraram uma maior
capacidade da linhagem H99 em atravessar a barreira quando em comparagao com
a R265. A média de leveduras que conseguiram transpor a monocamada foi de 626
CFU/mL e 394 CFU/mL para H99 e R265, respectivamente (Figura 19). Estes
numeros obtidos corroboram com o observado na literatura (Sorrell et al., 2015) e
em teste in vivo, uma vez que o neurotropismo é mais associado a H99 do que a
R265. Com base nestes resultados, somente a linhagem H99 foi utilizada nos

ensaios envolvendo a hCMEC/D3.
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Figura 23: Carga fungica obtida apods ensaio de transcitose com a linhagem celular
hCMEC/D3 e uso das linhagens C. neoformans H99 e C. gattii R265. Analise estatistica:
one-way ANOVA com pos teste de Tukey.

5.7.2 Ensaios de transcitose utilizando os derivados

Neste ensaio, os compostos foram selecionados, inicialmente, para dar
continuidade e simular um possivel tratamento de criptococose. E possivel notar que
a presenca dos derivados diminuiu a quantidade de leveduras recuperadas na parte
basolateral do sistema. Apds 24 horas da adicao das leveduras na parte apical, foi
recuperada uma concentracdo de 606 CFU/mL na parte inferior para o controle de
passagem sem a presenca dos compostos e uma média de concentragdo de 101
CFU/mL para as leveduras em contato com os compostos. Avaliando
individualmente a agdo cada composto, obtivemos uma inibicao de 79%, 74%, 83%
e 87% para RN86, RN88, RJ37 e RVJ4 respectivamente (Figura 24 A).
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composto na parte apical composto na parte basolateral

Figura 24: Gréafico da carga fungica obtida apds ensaio de transcitose da linhagem C.
neoformans H99 na linhagem celular hCMEC/D3 juntamente dos derivados RN86, RN88,
RJ37 e RVJ42. Em (A), tanto leveduras quanto os tiazéis foram adicionados na parte apical
do sistema. Em (B), a levedura foi colocada na parte basolateral e os tiazois colocados tanto
na parte apical quanto na basolateral. Andlise estatistica: one-way ANOVA com pos teste de
Tukey
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Apos verificada o efeito de inibicdo dos compostos na levedura quando
colocados juntamente na porgao apical do sistema, a proxima etapa foi verificar se
realmente a droga estaria atravessando a monocamada celular e agindo na parte
inferior do sistema. No controle de crescimento, como a levedura foi ja colocada
diretamente na parte basolateral, a quantidade recuperada apos 24 horas do
experimento foi maior quando comparada com os experimentos anteriores. Aqui foi
obtida uma concentragédo de 1,3 x 106 CFU/mL para o controle e uma média de 5,6 x
10* CFU/mL para as leveduras nos pocos onde os derivados foram colocados na
parte apical e 5,7 x 10* CFU/mL nos pogos onde os derivados foram colocados na
parte basolateral (Figura 24 B). Estatisticamente ndo houve diferenga entre as
metodologias, sendo, entdo, observado que os compostos adicionados na parte

superior conseguiam agir diretamente nos fungos que ja estavam na parte inferior.

5.7.3 Quantificagao dos derivados em amostras bioldgicas

Inicialmente, para conseguir quantificar as amostras bioldgicas, foi necessario
a otimizacdo do método anteriormente padronizado por Pierotte (2022). Para a
metodologia utilizada nas moléculas RN86 e RN88, o tempo de retengéo obtido foi
de 5,7 e 4,6 minutos, respectivamente. O cromatograma obtido esta representado na

Figura 25. Os picos obtidos se apresentaram livres de impureza e isolados.
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Figura 25: Cromatograma gerado na analise dos compostos RN86 e RN88 a 20 ug/mL nas
condigdes otimizadas do método cromatografico.




75

Para os compostos RJ37 e RVJ42, o cromatograma da Figura 26 foi obtido.
Apos padronizagao, os tempos de retencao obtidos foram de 5,12 minutos para
RJ37 e 4 minutos para RVJ42. Ambos os picos se apresentaram livres de impureza

e isolados.
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Figura 26: Cromatograma gerado na analise dos compostos RJ37 e RVJ42 a 20 yg/mL nas
condicbes otimizadas do método cromatografico.

Na validagdo do método utilizando uma curva de calibragao, foi utilizado o
modelo de regressdo y = ax + b, sendo y a area sob os picos de cada substancia no
cromatograma, a o coeficiente angular, x a concentragdo nominal dos compostos e b
o coeficiente linear. As curvas de calibragcdo para os quatro derivados foram
aprovadas uma vez que o coeficiente de determinacdo (R?) de todas foi maior do

que 0,99, mostrando que o método aqui utilizado é preciso para as analises.

Por fim, na analise das amostras bioldgicas apds as substancias passarem
pela monocamada de hCMEC/D3, os resultados expressos na Tabela 10 foram
obtidos. Com o uso da curva de calibracao, foi possivel calcular a quantidade dos
compostos presentes na amostra através da area sob a curva que seu pico possuia
no cromatograma gerado. Comparando as concentragdes adicionadas no inicio do
experimento e as obtidas com a analise bioanalitica, a porcentagem da

concentracao inicial foi calculada.
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Tabela 10: Relagbes de concentragdes adicionadas no sistema de transwell na parte apical
e depois obtidas na parte basolateral na analise através de cromatografia.

Concentragao adicionada Concentracao obtida

Amostra (ug/mL) (ug/mL) Porcentagem
2 1,54 7,7
RN86 280 1:29 0:8
2 1 2
NS o, 420
20 0,58 29
RJ3T 200 0,93 0,5
20 0,21 1,1
RvJ42 200 0:43 0:2

Em todas as quatro moléculas foi observado uma maior porcentagem da
concentracdo inicial nos experimentos utilizando 20 pg/mL dos derivados. A média
obtida para a concentragcdo de 20 pg/mL foi de 4,2%, enquanto que para as
concentragbes de 200 pg/mL, foi de 0,9%. Além disto, também foi calculado,
utilizando o tempo de retencdo, o quanto o pico da molécula representava em
relagdo aos picos de outros residuos obtidos no cromatograma (Figura 27). Foi
observado um porcentual de 1,6%, 2,3%, 4,8% e 5,2% para as moléculas RN86,
RN88, RJ37 e RVJ42, respectivamente. Estes dados nos mostram que, apesar do
efeito antifungico dos derivados ser observado no uso do transwell, a
permeabilidade dos mesmos e a porcentagem deles que ainda se mantém como as

moléculas originais apds a barreira € muito baixa.
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Figura 27: Cromatogramas de amostras biolégicas apds o contato de 24 horas com uma
monocamada de hCMEC/D3 em sistema de transwell. A) RN86, B) RN88, C) RJ37 e D)
RVJ42.
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5.8 Ensaios in vivo

Além do ensaio de sobrevida com o tratamento utilizando os derivados
tiazdlicos, € possivel dividir em duas etapas os experimentos de analise de carga
fungica utilizando o modelo murino aqui realizados: o de infecgao intracranial e o de

infeccao intratraqueal.

5.8.1 Sobrevida em modelo murino

O primeiro experimento in vivo realizado foi o de sobrevida em modelo murino
de animais infectados com a linhagem H99 e tratados com os derivados tiazolicos
(Figura 28). Os animais que foram infectados e ndo receberam nenhum tipo de
tratamento vieram todos a 6bito com 27 dias p6s infecgao (d.p.i.), com um tempo de
50% de letalidade (Lso) de 24 dias. Além da anfotericina B, os compostos RN86 e
RVJ42 prolongaram o tempo de sobrevida dos animais infectados, com os animais
tratados com a anfotericina B indo a 6bito com 54 d.p.i. e os tratados com RN86 e
RVJ42 com 49 e 44 d.p.i., respectivamente. O derivado RJ37 nao apresentou
diferenga estatistica quando comparado com o grupo nao tratado, mas os animais
tratados com ele tiveram uma mortalidade tardia, com todos morrendo passados 48
d.p.i.. A anfotericina B apresentou um Lso de 52 dias e os derivados RN86 e RVJ42

de 29 e 27 dias, respectivamente.

Com os dados obtidos neste experimento, também escolhemos os tempos
para a eutanasia dos animais que seriam avaliados para a carga fungica: 5 dias para

os infectados via intracranial e 10 dias para os infectados via intratraqueal.
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Figura 28: Curva de sobrevivéncia em modelo murino C57BL/6 apds infecgao intratraqueal
com 1x10° particulas de C. neoformans H99 e tratamento com anfotericina B ou tiazois.
Analise estatistica: curva feita pelo método Kaplan-Meier; analise estatistica feito pelo teste
logrank. * p < 0,05 em relagao ao controle nao tratado.

5.8.2 Carga fungica em modelo de infec¢ao intracraniana

Uma vez determinado o tempo de letalidade da levedura, o proximo passo foi
analisar a carga fungica obtida no cérebro apds cinco dias de uma infecgéo
intracranial (Figura 29). A carga fungica obtida para os animais que receberam o
tratamento com a anfotericina B foi bem menor quando comparada com a dos
animais que nao receberam tratamento, 1,09 x 10* e 1,61 x 108 UFC/g,
respectivamente. Para os animais que receberam tratamento com os derivados
tiazolicos, a média de carga flingica recuperada foi de 1,55 x 108 CFU/g. Os animais
tratados com a RVJ42 tiveram uma redugédo da carga fungica quando comparada

com o controle nao tratado.
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Figura 29: Avaliagdo da carga fungica obtida no cérebro apds 5 dias de infecg¢ao intracranial
com 1x10° células de C. neoformans H99 e tratamento diario com anfotericina B ou os
derivados tiazdlicos. NT: grupo ndo tratado. Analise estatistica: teste t paramétrico; * p <
0,05 em relacao ao controle de crescimento

5.8.3 Carga fungica em modelo de infecgao intratraqueal

Para finalizar, a carga fungica do pulméo e cérebro de animais infectados por
via intratraqueal apés dez dias também foi analisada. Para a carga fungica obtida no
cérebro (Figura 30 A), além dos animais tratados com anfotericina B, os que
receberam a RN86 e RVJ42 também tiveram a carga fungica diminuida quando
comparado com os animais que nao receberam tratamento (NT). A média da carga
fungica recuperada nos animais NT foi de 6,3 x 103 CFU/g. Para os grupos tratados
e que apresentaram diminuicdo na carga fungica, as médias foram de 746, 899 e
696 CFU/g para anfotericina B, RN86 e RVJ42, respectivamente. Os animais que
receberam RN88 e RJ37 nao apresentaram queda na carga fungica recuperada do

cérebro.
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Figura 30: Avaliagido da carga fungica no cérebro e pulméo apds 10 dias de infecgao
intratraqueal com 1x10° células de C. neoformans H99 e tratamento diario com anfotericina
B ou derivados tiazdlicos. Determinagdo de UFC/g no cérebro (A) e UFC/g no pulmao (B)
ap6s 10 dias de infecgdo. NT: grupo nado tratado. Analise estatistica: one-way ANOVA
seguida de pds-teste Tukey; * p < 0,05 em relagao ao controle de crescimento.

Para finalizar, a carga fungica do pulmao dos grupos que foram tratados com
anfotericina B, RN86, RJ37 e RVJ42 sao estatisticamente menores quando
comparado com o grupo NT (Figura 30 B). A média da carga fungica recuperada nos
animais NT foi de 4,2 x 10" CFU/g. Para os grupos tratados e que apresentaram
diminuigdo na carga fungica, as médias foram de 4,5 x 10°, 3,2 x 10%,2,5x 106e 2,9
x 10 CFU/g para anfotericina B, RN86, RJ37 e RVJ42, respectivamente. O grupo

tratado com RN88 nao apresentou queda na carga fungica recuperada do pulmao.

5.9 Sintese de resultados

Os resultados obtidos neste estudo estdo resumidos e esquematizados no
heatmap a seguir (Figura 31), conforme variavel analisada para os derivados
tiazdlicos. A coloragao mais préoxima do vermelho indica uma alta eficiéncia para o
resultado obtido no experimento listado para cada um dos compostos, enquanto a

mais azulada indica um baixo valor de eficiéncia.
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Resisténcia a estresse osmdtico

Resisténcia a estresse de membrana e parede celular
Inibicdo de crescimento fangico em sistema de transwell
Prolongamento da sobrevida de animais com criptococose
Diminuicdo da carga fungica no cérebro

Diminuicdo da carga fungica no pulmao

Eficiéncia

.Figura 31: Sumario dos resultados obtidos neste trabalho. A coloragcdo vermelha indica
uma alta eficiéncia para o resultado obtido no experimento listado para cada um dos
compostos, enquanto que a azul indica um baixo valor de eficiéncia.
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6. Discussao

Sendo uma doencga negligenciada, € dificil obter numeros absolutos para a
criptococose, mas calculos e estimativas apontavam cerca de 950.000 casos anuais
de meningite criptococica ao redor do mundo, resultando em mais de 600.000
mortes apos um periodo de infeccdo de média de 90 dias (Rajasingham et al.,
2022). Ap6s a inclusao da terapia moderna com antirretrovirais, este numero caiu
consideravelmente, cerca de 220 mil casos de criptococose sédo confirmados por
ano, além de um total de 200 mil mortes (Rajasingham et al., 2017). A forma fatal
mais comumente observada da doenga € a meningite criptococécica como doenga
oportunista em individuos imunocomprometidos HIV-positivos (Sloan et al., 2014),
mas o numero de mortes vem caindo consideravelmente apos a implementacao da
terapia antirretroviral moderna (Hevey et al.,, 2019). A maior taxa de letalidade é
observada em regides em desenvolvimento, como a Africa subsaariana, e as
menores em regides mais desenvolvidas, como Oceania e Europa central. A
etiologia da criptococose estd mais comumente relacionada ao C. gatti e C.
neoformans, com infecgcdes no SNC mais associadas ao C. neoformans, enquanto
que C. gatti é mais correlacionado com infecgdes no trato respiratério. O tratamento
para a meningite criptococica enfrenta grandes problemas, como o alto custo dos
medicamentos, a escassez de drogas efetivas disponiveis, dificuldades logisticas de
distribuicado e alta toxicidade durante o tratamento (lyer et al., 2021). Tendo isso em
vista, a busca por novos agentes antifungicos vem se tornado cada vez mais
necessaria, seja para aperfeicoar ainda mais o tratamento como também para

diminuir os 6nus causados pelos ja disponiveis.

Os tiazois heterociclicos sdo compostos com alta atividade biologica, com
eficacia ja demonstrada em ensaios contra protozoarios e microorganismos e
também envolvendo o tratamento de cancer e de diabetes mellitus (Chimenti et al.,
2011; Gomes et al.,, 2016; de Santana et al., 2018; Solangi et al., 2022).
Comercialmente, alguns tiazois ja sdo vendidos como fungicidas, pesticidas e
preservativos na agricultura, como o tiabendazol (Reregistration Eligibility Decision
For Thiabendazole And Salts — EPA, U.S.A., 2002). Como antifungico, diversos
artigos ja demonstraram a eficiéncia dos tiazois contra espécies com importancia

clinica de Candida e Cryptococcus e também Paracoccidioides brasiliensis (Sa et al.,
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2015, 2017, 2018; Cruz et al.,, 2018; Lino et al., 2018), exibindo um perfil de
concentracdo de atividade semelhante a de drogas como a anfotericina B e
fluconazol. Neste trabalho, o efeito antifungico dos compostos utilizados foi
observado, seja na inibicdo direta do crescimento ou entdo na alteragdo de

processos biologicos das leveduras.

Primeiramente, nos ensaios realizados de concentragcdo inibitéria minima
(Tabela 2) e de curva de crescimento (Figura 11), é possivel notar a capacidade de
inibicdo do crescimento fungico das linhagens analisadas e também o efeito
fungicida que as drogas possuem sobre elas, semelhante ao efeito encontrado na
anfotericina B. Essa capacidade de inibicdo observada apresentou um padrao de
dose-dependéncia, aumentando a agao inibitéria com o aumento das concentragdes
testadas, até cessar completamente o crescimento. Com isso, essas drogas
seguiram para diferentes testes para a identificagdo de possiveis alvos destas
moléculas como também para analisar a interagdo destas com a capacidade de

transmigracéao celular das leveduras.

A melanina € um pigmento presente na parede celular de Cryptococcus spp.,
sendo fortemente associada com a viruléncia dos mesmos (Kwon-Chung et al.,
1982; Salas et al., 1996; Fanzot et al., 1998) e na sua disseminagao do pulmao para
o SNC (Williamson et al., 1998; Noverr et al., 2004). A melanina é produzida através
da enzima lacase, que oxida componentes exdgenos ao fungo, usualmente um
dihidroxifenol ou poliaminobenzeno, em uma via que culmina em sua sintese (lto,
1993). O sistema nervoso central € abundante em catecolaminas, como o0s
horménios dopamina e adrenalina, compostos aminobenzenicos que podem servir
para esse tropismo ao SNC que € observado. Os resultados aqui obtidos nos
mostram que a maioria dos derivados utilizados diminuiu a produgdo visual deste
pigmento, resultando em colbnias com um fendtipo mais esbranquicado quando
comparadas com o controle. A causa dessa diminuicdo da melanizacado ainda sera
investigada, ou se os derivados testados diminuiram a velocidade de sua produgao
ou se esta relacionado a uma agao direta em sua sintese. Este resultado nos aponta
uma possivel via para o uso destes derivados, uma vez que interferindo em um
importante fator de viruléncia do fungo, este pode ser menos danoso ao seu

hospedeiro e também mais susceptivel a resposta imune.
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A triagem quimico-genética € um importante ensaio que permite uma
visualizagdo em um grande espectro de como uma droga age em uma célula. Ao se
analisar todos os mutantes que foram resistentes as drogas testadas, € possivel
observar os genes envolvidos, podendo comecgar a entender os mecanismos

envolvidos na ac¢ao das drogas utilizadas.

Para os derivados RN86, RN88, RJ37 e RVJ42, foram observados mutantes
com 12 genes envolvidos no aumento da espessura capsular (CLR1, USV101,
SKN7, FZC51, FZC14, ZFC3, FZC49, FZC17, FZC36, HLH4, FZC46 e NGR2) (Jung
et al., 2015). Ja foi mostrado que um aumento da espessura capsular esta
diretamente relacionado a um aumento na resisténcia a diversas drogas, sendo a
capsula a primeira barreira fisica que os compostos encontram ao interagir com a
levedura (Zafar et al., 2019).

Para os compostos RN86 e RN88, seis genes envolvidos na resisténcia a
metais pesados (ZFC3, ADA2, CLR1, RDS2, SIP4 e ZNF2). Na natureza, a
resisténcia a metais-pesados esta diretamente relacionada com um aumento na
producao de melanina (Garcia-Rivera & Casadevall, 2001), mas essa correlagdo nao
€ observada para estes mutantes. Outra explicacdo para a resisténcia a metais
pesados ja foi observada em leveduras que utilizam ATPases como bombas de
extrusao para eliminar ions de seu interior (Mielniczek-Pereira et al., 2011; Toh-E et
al., 2022). Também foram observados 5 genes envolvidos na resisténcia a
tunicamicina (ZFC3, PPR1, HEL2, ZFC2 e CLR1). A tunicamicina é bastante
utilizada como um estressor do reticulo endoplasmatico (RE) e ativador da via de
resposta a proteinas mal-formadas, sendo diretamente relacionada com morte

celular (lwawaki et al., 2004).

Para somente o derivado RN88, tres mutantes com genes ligados ao
aumento de resisténcia ao DTT (dithiothreitol) (GAT203, STB4 e HLH1) e tres
genes relacionados com aumento da producdo de urease (HOB4, SXl1alpha e
SKN7) foram encontrados. O DTT é um estressor de RE e possui uma agao
semelhante a tunicamicina. A urease € um complexo proteico que participa da
conversao de ureia em amoénia para utilizagdo da levedura e € um forte fator de
viruléncia da mesma, sendo apontado como uma das causas da invasdo ao SNC

(Kronstad et al., 2011). A presenca de mutantes com resisténcia a estressores do
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RE pode estar intimamente ligada ao mecanismo de agao dos derivados tiazdlicos.
Uma vez que a biossintese do ergosterol e de diversos outros lipideos da levedura
ocorre no RE (Rodrigues, 2018), a agdo de drogas que atuam nesta sintese pode
causar danos nesta organela e dificultar o funcionamento da mesma (Pan et al.,
2018). Uma maior resisténcia a estressores do RE pode estar ligada também a uma

maior resisténcia a compostos que atuam na biossintese de lipideos.

Os derivados RN88, RJ37 e RVJ42, apresentaram sete genes relacionados
com um aumento da produgdo de melanina (GAT2, SIP4, FZC31, NGR2, HLH1,
SKN7 e FZC51). A acdo da melanina ja foi descrita anteriormente e sua agao é

diretamente relacionada com a viruléncia do fungo.

Os derivados RJ37 e RVJ42, apresentaram 5 mutantes com genes que
conferiam uma maior resisténcia ao fluconazol (HOB6, FZCC, NGR2, PPP1 e JJJ1).
A resisténcia ao fluconazol esta, normalmente, ligada a maior expressao de bombas
de efluxo, que jogam a droga para fora da célula e também com uma mutagao ou
supexpressao do gene ERG11, responsavel pela produgcdo da enzima alvo desta
droga (Cowen et al., 2008). Esta resisténcia a este azolico pode estar diretamente
ligada com o mecanismo efetivo de agdo dos compostos, como sera apresentado a

sequir.

Ergosterol € um importante esterol presente na membrana celular de células
fungicas, mas ausente em seus hospedeiros (Nes et al., 1978). Além de sua fungéo
basica de conferir a rigidez estrutural e permeabilidade para a célula, ele também
participa ativamente de processos fisiologicos (Dufourc et al., 2008; Hannich et al.,
2011; Kristan & Rizner, 2011). Ele é o alvo da anfotericina B, que, ligando-se a ele,
forma canais transmembrana que se comportam como poros. Estes poros causam
uma desregulagdo osmoética no interior da célula, aumentando sua permeabilidade a
cations, como o K*, levando a morte (Kontoyiannis et al., 2002; Loeffler et al., 2003).
Além desse aumento de permeabilidade, a AMB também causa danos por estresse
oxidativo e nitrosativo (Ferreira et al., 2013). O fluconazol também age no ergosterol,
reduzindo sua biossintese por inativacdo da enzima lanosterol 14-a-demetilase,
impedindo a conversao do lanosterol em ergosterol, essa redugao causa
instabilidade na membrana plasmatica e altera a permeabilidade da célula, levando
a uma interrupcdo do crescimento (Richardson, 1990; Kartalija et al., 1996). Os
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resultados obtidos mostraram que alguns dos derivados testados inibiram a
produgao do ergosterol pelas leveduras, podendo ser esse um dos mecanismos no
qual eles exercem sua acdo. Futuras analises podem nos ajudar a entender esse
mecanismo, como a dosagem da peroxidagéo lipidica e dos estresses oxidativo e

nitrosativo, elucidando ainda mais a via de agao desses candidatos a antifungicos.

Outro ponto importante que sustenta a hipotese de agao dos tiazdis sobre os
esteréis foi o antagonismo de agdo aqui observado quando fluconazol ou
anfotericina B estavam em combinagdo com os derivados. Como ja observado e
apontado anteriormente, a agao combinada de azois e polienos pode causar um
antagonismo, uma vez que azois diminuem a quantidade de ergosterol presente na
membrana celular, reduzindo os alvos dos polienos (Mukherjee et al., 2005). Esse
efeito também ja foi observado em trabalhos do nosso grupo (Santos et al., 2012),
onde o antagonismo da combinacao entre fluconazol e anfotericina in vitro era dose-
dependente e observado em altas concentragdes de fluconazol. Além dos resultados
aqui encontrados na produgédo do ergosterol e no efeito de combinagdo entre os
farmacos, diversas analises in silico utilizando a metodologia do molecular docking
(Filho et al., 2016; Kaplancikh et al., 2017; Pricopie et al., 2020; Evren et al., 2022)

apontaram a enzima lanosterol 14a- desmetilase (CYP51) como alvo dos tiazois.

Sobre a capacidade de cada levedura atravessar o sistema de transwel aqui
utilizado, inicialmente confirmamos o que ja € observado clinicamente e na literatura
(Ngamskulrungroj et al.,, 2012): a linhagem C. neoformans H99 consegue mais
ativamente transpor a barreira hematoencefalica e chegar ao sistema nervoso
central (aqui representado como um CFU maior na parte basal do sistema) quando
comparada com a C. gattii R265. As explicagbes do porqué dessa diferenga ainda
nao sao totalmente claras. Uma das possiveis causas pode envolver 0 mecanismo
de cavalo de Troia: macrofagos com C. neoformans internalizados transpdes mais a
BHE do que macrofagos com C. gatti, além de que o Cn é mais fagocitado e expulso
dos macrofagos do que Cg (Sorrell et al., 2016). Outra explicagdo esta ligada ao
fator de transcricdo Hob1, um regulador da expressao de diversos genes ligados a
infeccdo do SNC, como transportadores de inositol e de uma metaloprotease. H99
mutantes desta proteina séo significativamente menos virulentas e defectivas, ao

passo que R265 mutantes ndo apresentam mudangas fenotipicas (Lee et al., 2020).
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A exposicao das leveduras juntamente com os derivados diminuiu a
recuperacao de H99 na parte basolateral do franswell, demonstrando, in vitro, a
efetiva agdo destes compostos em um modelo de barreira hematoencefalica. A
permeabilidade das moléculas foi demonstrada uma vez que a sua agéao fungicida foi
observada quando colocada em compartimentos diferentes da levedura (como visto
no tépico 5.7.2) e ao se analisar os cromatogramas gerados ao passar uma amostra
biolégica da regido basolateral do sistema de transwell em um aparelho de
cromatografia liquida. A maior dificuldade para o tratamento de doengas no SNC é
encontrar drogas que consigam atravessa-lo, superando as fortes ligacdes da zona
de oclusdo e também as altamente ativas bombas de efluxo. Cerca de 98% das
moléculas com alvo no SNC ndo conseguem ser utilizadas devido a baixa
concentracdo encontrada nele (Li et al., 2019). Esta baixa capacidade de
permeabilidade também foi observada neste estudo através dos dados obtidos nas
analises por CLAE/DAD. Uma forma para tentar contornar este problema é aumentar
a permeabilidade das moléculas, estudos ja conseguiram isso ao utilizar lipossomas
carregando anticorpos para receptores presentes nas células da BHE (Markoutsa et
al., 2011) e receptores de LDL (Pinzdon-Daza et al., 2012).

Os estudos in vivo demonstraram, de fato, a agao antifungica dos compostos
em analise. A sobrevida de grupos com criptococose e tratados foi estendida, além
também da carga fungica ter sido menos recuperada nestes. A eficiéncia de cada
derivado nos resultados in vivo foi correspondente aos resultados obtidos
anteriormente nos experimentos in vitro, com a substancia RVJ42 sendo a mais

eficaz em ambas as situagoes.

7. Conclusao

Os derivados tiazélicos aqui testados apresentaram uma acgéao fungicida frente
ao Cryptococcus spp. Estes apresentaram inibicado na produgdo da melanina e do
ergosterol, reduzindo os mesmos. Além disso, quatro derivados se mostraram bem
promissores apos ser feita uma triagem quimico-genética para compreender melhor
seus mecanismos de agao. Em ensaios de transcitose, os derivados conseguiram
inibir a passagem da levedura e em experimentos in vivo, a sobrevida foi estendida e

a carga fungica diminuida em animais tratados com os compostos.
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10. Material suplementar

Tabela de todas as linhagens mutantes de C neoformans H99 tolerantes (CIM

de, no minimo, 4xCIM quando comparado a C. neoformans H99) ao derivado RN86.

Gene ID Gene Produto génico

CNAG_00068 specific RNA polymerase Il transcription factor
CNAG_00460 LIVA1 virulence related protein of unknown function
CNAG_03902 RDS2 Regulator of drug sensitivity 2, putative

CNAG 05940 ZFC3 hypothetical protein

CNAG_05392 ZAP104 specific RNA polymerase |l transcription factor
CNAG_06719 FZC49 hypothetical protein

CNAG_02322 FZC17 hypothetical protein

CNAG 04176 HSF2 hypothetical protein

CNAG 01626 ADA2 transcriptional adapter 2-alpha

CNAG 03768 FZC32 hypothetical protein

CNAG_02700 ZFC8 C2H2 type zinc finger transcription factor

CNAG 02516 HLH5 hypothetical protein

Tabela de todas as linhagens mutantes de C neoformans H99 tolerantes (CIM

de, no minimo, 4xCIM quando comparado a C. neoformans H99) ao derivado RN88.

Gene ID Gene Produto génico

CNAG_05093 HOBG6 hypothetical protein

CNAG_02296 RBK1 ATP-binding protein

CNAG 05785 STB4 putative transcription factor

CNAG_03401 GAT203 hypothetical protein

CNAG_00791 HLH1 hypothetical protein

CNAG 06425 PPR1 fungal specific transcription factor

CNAG_00068 specific RNA polymerase Il transcription factor
CNAG 04630 YAP2 hypothetical protein

CNAG_07924 MCM1 Pheromone receptor transcription factor, putative
CNAG_02555  SIP402 Putative Zn2-Cys6 zinc-finger transcription factor
CNAG_04594 FzC27 hypothetical protein

CNAG_06188 FZC15 hypothetical protein

CNAG_05170 PIP2 hypothetical protein

CNAG_02241 HOB5 hypothetical protein

CNAG_06921 HOB4 hypothetical protein

CNAG_05186  GRF1 hypothetical protein

CNAG_00896 FZC34 transcription factor

CNAG_00039 ZFC6 hypothetical protein

CNAG_07940 BZP5 hypothetical protein



CNAG_06814
CNAG_01454
CNAG_03527
CNAG_05255
CNAG_04353
CNAG_06871
CNAG_04268
CNAG_05420

CNAG_03409

CNAG_06483
CNAG_02435
CNAG_02877
CNAG_03914
CNAG_02364
CNAG_04518
CNAG_05380
CNAG_00460
CNAG_03902
CNAG_05940
CNAG_06719
CNAG_02322
CNAG_01858
CNAG_04176
CNAG_04093
CNAG_03768
CNAG_03894
CNAG_00332
CNAG_03018
CNAG_01708
CNAG_01973
CNAG_03431
CNAG_07922
CNAG_00031
CNAG_03366
CNAG_04916
CNAG_06751
CNAG_01948
CNAG_00505
CNAG_02516
CNAG_05375

SXl1alpha
STE12alpha
HEL2

FZC2

CLR1
FZC41
APN2
USVv101

SKN7

FZC25
BWC2
FZC51
FZC14
FZC19
ZFC5
FZC44
LIV1
RDS2
ZFC3
FZC49
FZC17
HOB2
HSF2
YRM103
FZC32
PDR802
SIP4
ASG101
GAT7
ZFC2
FZC48
FZC4
MLR1
ZNF2
FZC16
HLH3
FZC36
FZC28
HLHS
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Alpha cell-type homeodomain transcription factor
transcription factor STE12

cytoplasmic protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein
exodeoxyribonuclease Il

Nutrient and stress factor 1, putative
osomolarity two-component system, response regulator
SKN7

hypothetical protein

white collar 2 protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

virulence related protein of unknown function
Regulator of drug sensitivity 2, putative
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

putative transcription factor

hypothetical protein

Putative Zn2-Cys6 zinc-finger transcription factor
hypothetical protein

Putative zinc finger transcription factor
hypothetical protein

C2H2 zinc finger protein Zas1A

nuclear protein

transcription factor

hypothetical protein

C2H2 type zinc finger transcription factor
hypothetical protein

hypothetical protein

nuclear protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein
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Tabela de todas as linhagens mutantes de C neoformans H99 tolerantes (CIM

de, no minimo, 4xCIM quando comparado a C. neoformans H99) ao derivado RJ37:

Gene ID Gene Produto génico

CNAG_00068 specific RNA polymerase Il transcription factor
CNAG_00193 GAT1 GATA type zinc finger protein asd-4
CNAG_00332 SIP4 hypothetical protein

CNAG_00514 hypothetical protein

CNAG 03741 FZC31 hypothetical protein

CNAG_04036 hypothetical protein

CNAG 07506 FAP1 FKBP12-associated protein 1, putative
CNAG 02774 MAL13 E:Jor][g;l Zn(2)-Cys(6) binuclear cluster domain
CNAG_02603 early growth response protein 1
CNAG_05093 HOB6 hypothetical protein

CNAG_05255 FZC2 hypothetical protein

CNAG 06814 SXl1alpha Alpha cell-type homeodomain transcription factor
CNAG 01438 SWwWi6 Cell-cycle box factor subunit SWI6, putative
CNAG 01173 LAG1 LAG1 family transcription factor, putative
CNAG_07443 HLH4 hypothetical protein

CNAG_02305 FZC45 hypothetical protein

CNAG 05785 STB4 putative transcription factor

CNAG 05861 FKH101 Fork head protein homolog 1, putative

CNAG 05861 FKH101 Fork head protein homolog 1, putative

CNAG 03115 FZC46 hypothetical protein

Tabela de todas as linhagens mutantes de C neoformans H99 tolerantes (CIM

de, no minimo, 4xCIM quando comparado a C. neoformans H99) ao derivado

RVJ42:
Gene ID Gene Produto génico
CNAG_00332 SIP4 hypothetical protein
CNAG_00514 hypothetical protein
CNAG_07506 FAP1 FKBP12-associated protein 1, putative
CNAG_02877 FZC51 hypothetical protein
CNAG_07797 CLR6 transcriptional regulator
CNAG_07797 CLR6 transcriptional regulator, variant
CNAG_05019 FzC21 hypothetical protein
CNAG_05222 NRG1 transcriptional regulator Nrg1



CNAG_01173
CNAG_02305
CNAG_03561
CNAG_04518
CNAG_06064
CNAG_07011
CNAG_07011
CNAG_06339
CNAG_06425
CNAG_05538

LAGT
FZC45
FZC33
ZFC5
PTP1

FZC35
PPR1
JJJ1

LAG1 family transcription factor, putative
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

Putative protein tyrosine phosphatase
hypothetical protein

hypothetical protein, variant

hypothetical protein

fungal specific transcription factor
DnadJ-like cochaperone
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