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RESUMO

A criptococose ¢ uma micose invasiva de ocorréncia mundial, causada principalmente por
Cryptococcus neoformans € Cryptococcus gattii ¢ afeta pacientes, tanto imunocomprometidos
quanto imunocompetentes. Seu tratamento pode ser complicado pela toxicidade das drogas
utilizadas e pelo surgimento de linhagens resistentes. A descoberta de novos antifingicos que
possam contornar essa situagdo ¢ fundamental para o tratamento eficaz das infecgdes
fungicas. As aliliminas apresentam estruturas semelhantes ao grupo das alilaminas, contendo
uma dupla ligagdo proxima ao atomo de nitrogénio presente na molécula. Foi realizada uma
triagem com 22 aliliminas contra C. neoformans e C. gattii e seis compostos foram
selecionados para a investigacdo de atividade antimicrobiana e toxicidade. Essas substancias
apresentaram maior atividade contra Cryptococcus spp. € Fonsecaea pedrosoi e resultados
insatisfatorios contra amostras de Candida spp., Aspergillus spp. € algumas bactérias. A partir
dos ensaios de toxicidade foi selecionada a alilimina 3H2 para mais estudos de atividade anti-
criptocococica. Esse apresentou atividade fungistatica contra amostras de C. gattii e fungicida
contra C. neoformans. A alilimina 3H2 demonstrou ser indiferente em combinacdo com o
fluconazol, porém apresentou sinergismo quando combinada com anfotericina B. A alilimina
testada foi capaz de retardar a sintese de melanina, reduzir atividade de lacase e diminuir a
produgdo de capsula em uma amostra de C. gattii. In vivo o composto testado individualmente
ndo foi efetivo no tratamento de camundongos infectados com C. gattii, porém apresentou
sinergismo com anfotericina B, prolongando a sobrevida dos animais, tendo reduzido a carga
fingica nos grupos tratados com essa associacdo. Assim, esse composto demonstra ser um
promissor agente antifingico que poderia vir a ser usado como alternativas no tratamento e

controle de micoses graves, como a criptococose.



ABSTRACT

Cryptococcosis 1s an invasive mycosis of worldwide occurrence, mainly caused by
Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii and affects patients both
immunocompromised as immunocompetent. Its treatment may be complicated by the toxicity
of the drugs used and the emergence of resistant strains. The discovery of new antifungals that
solve this situation is crucial for effective treatment of fungal infections. The allylimines have
similar structures to the group of allylamines, containing a double bond next to the nitrogen
atom in the molecule. A screening test was performed with 22 allylimines against C.
neoformans and C. gattii; six compounds were selected to investigate their antimicrobial
activity and toxicity. These substances showed greater activity against Cryptococcus spp. and
Fonsecaea pedrosoi and unsatisfactory results against Candida spp., Aspergillus spp. and
some bacteria. From the toxicity tests the allylimine 3H2 was selected for further anti-
cryptococcal activity studies. It showed fungistatic activity against C. gattii samples and
fungicidal against C. neoformans. The allylimine 3H2 shown to be indifferent in combination
with fluconazole, however showed synergism when combined with amphotericin B. The
allylimine tested was able to slow the melanin synthesis, reduce laccase activity and decrease
the capsule production in a C. gattii strain. In vivo the compound tested individually was not
effective in the treatment of mice infected with C. gattii but showed synergism with
amphotericin B, prolonging the survival of animals and reducing the fungal load in the groups
treated with this association. Thus, this compound proves to be a promising antifungal agent
that it could be used as alternatives in the treatment and control of serious fungal infections

such as cryptococcosis.



1 INTRODUCAO

A incidéncia de doencas fungicas causando infecgdes fatais tem aumentado
progressivamente nos tiltimos anos devido ao crescimento da populagio de risco (FORTUN,
2011; ALCAZAR-FUOLI e MELLADO, 2014). Entre os individuos mais susceptiveis a
maioria se encontra em algum estado de imunossupressdo causada, principalmente, pelo uso
de quimioterapicos no tratamento de doengas neoplasicas, uso de imunossupressores em
transplantes de 6rgaos, uso prolongado de corticoides, ou pelo estagio avangado de infecg¢ao
pelo virus HIV sem terapia antirretroviral (KLEPSER, 2011; PEMAN E SALAVERT, 2012;
OLIVEIRA et al., 2014). As Infecg¢des fungicas invasivas mais frequentemente diagnosticadas
sao causadas por patogenos dos géneros Candida, Cryptococcus e Aspergillus

(RICHARDSON, 2005; PAPPAS et al., 2010).

Com o advento do tratamento antirretroviral houve, nos Estados Unidos ¢ em outros
paises desenvolvidos, uma reducao nas taxas de infecgdes fungicas associadas a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), como a criptococose, entretanto, o peso destas doencas

nos paises em desenvolvimento ainda ¢ grande e crescente (WARNOCK, 2007).

Na Africa subsaariana, a criptococose causada por C. neoformans é a maior causa de
meningite entre os pacientes com AIDS e ¢ associada a alta mortalidade (JARVIS et al., 2010;
GOVENDER et al., 2011). No Brasil, esta doenga foi identificada, recentemente, como a
micose mais fatal entre esses pacientes (PRADO et al.,, 2009; ALBUQUERQUE e
RODRIGUES, 2012).

Apesar do uso da terapia antirretroviral e da disponibilidade de drogas antifingicas nos
servicos publicos de saude brasileiros, a meningite criptococdcica ainda representa a terceira
ou quarta doenga mais relacionada a AIDSe ¢ a segunda infeccdo mais prevalente no
sistema nervoso central (SNC) desses pacientes (MORA et al., 2012). Considerando-se as
altas taxas de mortalidade causadas pela criptococose em pacientes com AIDS e as
dificuldades no tratamento da doenca, ¢ evidente que novas ferramentas terapéuticas e de

diagnostico sao necessarias (ALBUQUERQUE e RODRIGUES, 2012).



1.1 Criptococose

A criptococose ¢ uma micose invasiva de ocorréncia mundial causada, principalmente,
por Cryptococcus neoformans ¢ Cryptococcus gattii, € ¢ associada com morbidade e
mortalidade. No mundo todo, infec¢des por esses patdgenos correspondem a uma estimativa
de um milhdo de casos de meningite criptocdcica por ano entre pessoas com HIV / AIDS,
resultando em cerca de 625 mil mortes por ano (PARK et al., 2009; COGLIATI, 2013;
SLOAN e PARRIS, 2014). Embora mais rara, a criptococose pode também ser causada por
Cryptococcus laurentii ou por Cryptococcus albidus (KHAWCHAROENPORN et al., 2007;
BANERIJEE et al., 2013; MOLINA-LEYVA et al., 2013; RAGUPATHI ¢ REYNA, 2015).

Registros de criptococose no homem eram relativamente raros, porém desde 1970
relatos dessa doenga tém aumentado, principalmente devido ao nimero crescente de pacientes
com comprometimento imunoldgico, incluindo transplantados, em uso de quimioterapia
citotoxica e em terapia imunossupressora a longo prazo. A doenga criptococdcica €
atualmente reconhecida como uma das infecgdes fungicas oportunistas mais comuns em
pacientes imunocomprometidos, particularmente entre aqueles com AIDS sendo C.
neoformans o patéogeno fungico mais comum no acometimento do sistema nervoso central

desses pacientes (THOMAS et al., 1998; PERFECT et al., 2010).

Embora em relagdo a C. neoformans, C. gattii infecte primariamente individuos
higidos, em varios paises e, inclusive no Brasil, amostras desse patogeno ja foram relatadas
em infec¢des associadas ao HIV (BOVERS et al., 2008; FAVALESSA et al., 2009; SILVA et
al., 2012; RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2014).

A criptococose também ¢ relatada em animais domésticos, como cdes e gatos
(CARDOSO et al., 2013) (PEREZ et al.,2015); além de outras espécies como coalas
(KROCKENBERGER et al., 2010), golfinhos e lhamas(STEPHEN et al., 2002).

1.1.1 Patogénese

A infeccdo pulmonar causada por C. neoformansou C. gattii tem inicio,
provavelmente, com a inalacao de esporos ou leveduras desidratadas presentes no ambiente.
Normalmente, as células fungicas sao eliminadas por macrofagos alveolares ou ficam restritas

ao pulmao, dentro de granulomas, onde podem persistir em um estado latente indefinidamente



sem produzir a doenca (CHAYAKULKEEREE e PERFECT, 2006; LIN, 2009). Em
individuos imunodeficientes, macrofagos alevolares parasitados com criptococos intraceulares

agem como cavalos de Tréia dentro dos pulmdes, provocando a disseminacdo sistémica

(SABIITI e MAY, 2012).

Para sobreviver no ambiente intracelular hostil, células de Cryptococcus neoformans
expressam alguns fatores de viruléncia, como o aumento da sua cépsula, e a formagdo de
melanina, como antioxidante contra espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (SABIITI e
MAY, 2012). Alternativamente, essas leveduras também podem resistir a fagocitose

aumentando seu tamanho, formando as células Titds (ZARAGOZA e NIELSEN, 2013).

Leveduras extracelulares podem permanecer localizadas nos pulmdes ou disseminar
transcelularmente para a circulagdo sanguinea. Na circulacdo sistémica, as leveduras se
associam com monocitos ou sdo transportadas livremente para dentro do leito capilar do
cérebro. No capilar cerebral, as leveduras do género Cryptococcus podem penetrar a barreira
hematoencefalica (BHE) por diferentes mecanismos (A) modelo paracelular entre as células
endoteliais - travessia através dos espacos intercelulares da BHE; (B) transcitose — ligando ou
sendo internalizadas pelas células endoteliais microvasculares cerebrais; ou (C) pelo
mecanismo de cavalo de Tréia, através do parasitismo intracelular em monocitos e
macrofagos (FIGURA 1) (CHARLIER et al., 2009; SABIITI e MAY, 2012; TSENG et al.,
2015; SORRELL et al., 2016).

Cérebro Barreira Hematoencefalica Capilar cerebral

00~ O O O :
00 O O -

Figura 1: Mecanismos propostos da passagem de Cryptococcus spp. pela Barreira Hematoencefalica. Modelo
paracelular (A), Transcitose (B) e Cavalo de Troia (C). (Adapatado de SABIITI e MAY.,2012).
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1.1.2 Manifestacoes clinicas

C. neoformans e C. gattii ttm uma grande predilecdo para o estabelecimento de
doenca clinica nos pulmodes e sistema nervoso central. Outros locais do corpo menos
frequentes de infec¢do incluem a pele, prostata, olhos e articulagdes Osseas (MAZIARZ e

PERFECT, 2016).

As manifestacdes clinicas da criptococose pulmonar variam de colonizagdo
assintomatica das vias aéreas até doenga disseminada com faléncia respiratoria (MORETTI et
al., 2008). A infeccdao do sistema nervoso central pode resultar em meningoencefalite, uma
condicdo que pode ser fatal se ndo tratada, ou levar a seqiielas e déficits neuroldgicos como
diminui¢do do nivel de consciéncia, alteracdo do comportamento, alteragdes visuais e de

nervos cranianos (DARZE etal., 1999; CHEN et al., 2012; 2014).

Em comparagdo com C. neoformans, a infeccdo por C. gattii nos pacientes HIV
negativos, apresenta mais frequentemente envolvimento pulmonar que em outros 6rgaos. A
ocorréncia de grandes lesdes de massa fungica (criptococomas) nos pulmdes e/ou cérebro
também ¢ observada com maior freqiiéncia nas infecgdes causadas por C. gattii (HOANG et

al., 2011; COSTA et al., 2013).

Recentemente, tornou-se evidente que, em alguns casos, o nivel de resposta
inflamatoria ndo reflete a carga de patdgenos no paciente. Esta discrepancia ¢ especialmente
observada na sindrome inflamatdria da reconstituicdo imunolédgica (SIRI). A SIRI ocorre apos
o0 inicio da terapia antirretroviral e também quando as doses de drogas imunossupressoras sao
reduzidas em pacientes que receberam transplante de 6rgaos. Na infec¢do por Cryptococcus
spp., estes individuos apresentam uma resposta inflamatoria que ¢ desproporcional a carga de
organismos viaveis. Em um estudo, inclusive, a introdugdo precoce da terapia antirretroviral
em pacientes com meningite criptococdcica foi associada ao aumento da taxa de mortalidade
(MAKADZANGE et al., 2010). Os sinais e sintomas clinicos evidentes dificultam distinguir
SIRI do agravamento da infeccdo e o tratamento adequado pode ser extremamente desafiador

(HUSTON e MODY, 2009).
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1.2 Cryptococcus spp.

As espécies de Cryptococcus tém se tornado um grupo de patdégenos cada vez mais
importantes. Foram isolados, inicialmente, na Itdlia no suco de péssego pelo italiano
Francesco Sanfelice, em 1894 e, posteriormente, na Alemanha, da tibia de uma paciente, por
Otto Busse e Abraham Buschke. Atualmente, Cryptococcus spp. sdo uma grande ameaca para
um numero crescente de pacientes imunocomprometidos e também individuos

imunocompetentes (BARNETT, 2010; POETA e CASADEVALL, 2011).

Os basidiomicetos do género Cryptococcus caracterizam-se por apresentarem células
leveduriformes redondas ou ovais cercadas por uma capsula. Embora mais de 80 espécies
pertencam a esse género, os membros do complexo de espécies C. neoformans/C.gattii sao os

principais representantes causadores da criptococose no homem (CHEN et al., 2014).

Anteriormente, consideravam-se o complexo de espécies C. neoformans/C.gattii como
duas variedades: C. neoformans var. neoformans (sorotipos A e D) e C. neoformans var. gattii
(sorotipos B e C). Atualmente, C. neoformans var. gattii ¢ classificada como uma espécie
distinta, e os sorotipos A e D sdo separados em duas variedades, C. neoformans var. grubii
(sorotipo A), C. neoformans var. neoformans (sorotipo D); além do hibrido C. neoformans
(sorotipo AD). Essas espécies apresentam também a fase sexuada, sendo o teleomorfo de C.
neoformans denominado Filobasidiella neoformans e de C. gattii, Filobasidiella bacillispora
(KWON-CHUNG, 1976; LIN, 2009; SHARP, 2009; SPRINGER E CHATURVEDI, 2010;
ANTINORI, 2013).

Dentro do complexo de espécies C. meoformans /C. gattii, através da tipagem
molecular, identificaram-se oito tipos moleculares: VNI/AFLP1, VNIIVAFLPI1A,
VNII/AFLP1B (C. neoformans var. grubii), VNIV / AFLP2 (C. neoformans var. neoformans)
e VGI/AFLP4, VGII/AFLP6, VGIII/AFLPS, VGIV/AFLP7 (C. gattii) (BOEKHOUT et al.,
2001; GALANIS et al., 2009; ANTINORI, 2013).

Recentemente, tem sido proposta uma nova taxonomia diferenciando as espécies do
complexo C.gattii/C. neoformans (FIGURA 2). C. neoformans var. grubii, com os genotipos
VNI/AFLPI1, VNII/AFLP1A e AFLP1B/VNII, seriam reduzidos a Cryptococcus neoformans.
Cryptococcus neoformans var. neoformans gendtipo VNIV / AFLP2 seria renomeado para
Cryptococcus deneoformans, Cryptococcus gattii seria dividido em 5 espécies, seguindo os

genoétipos conhecidos: Cryptococcus gattii (VGI/AFLP4); Cryptococcus bacillisporus
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(VGIIVAFLPS); Cryptococcus deuterogattii  (VGI/AFLP6); Cryptococcus tetragattii
(VGIV/AFLP7) e Cryptococcus decagattii (AFLP10) (MEYER et al., 2009; HAGEN et al.,
2015).

Taxonomia anterior Taxonomia revisada Sorotipo e Genotipo
A VNI/AFLPA
var. grubii — C. neoformans  ——— A yNIIVNBIAFLP1A
C. neoformans ANNIVAFLP1B
var. neoformans —— C. densoformans ——— D;WNIVIAFLPZ
C. gattii — BVGIAFLP4
L C. baciflisporus —— B:VGIIJAFLPS
C. gattii

C. deuterogatti —— BVGII/AFLPG
C. tetragatti —— CVGIVIAFLPT

C. decagafli —— B;AFLP10

Figura 2: Identificagdo das espécies de Cryptococcus considerando as diferentes nomenclaturas (adaptado de
(HAGEN et al., 2016).

1.2.1 Epidemiologia

As linhagens de C. neoformans sorotipos A e D estdo distribuidas mundialmente e
causam a grande maioria das infec¢des criptococdceicas, principalmente em individuos
imunocomprometidos. De todos os sorotipos, o A (variedade grubii) ¢ o predominante entre
amostras clinicas e ¢ responsavel por mais de 95% dos casos de criptococose em todo o
mundo (LIN, 2009). No Brasil, Nishikawa e colaboradores (2003), avaliaram a distribuicao
regional dos isolados clinicos e ambientais de C. neoformans e concluiram que o sorotipo A

prevaleceu no pais, principalmente nas regides Sul e Sudeste (NISHIKAWA et al., 2003).

Como saprofitas, os isolados de C. neoformans estao presentes no ambiente. Sabe-se
que este fungo esta associado com fezes de aves, principalmente, pombos. Acredita-se que a
alta concentragdo de creatinina nas fezes de pombos favorece o crescimento criptocococico,
mas também as fezes dessa ave proporcionam outras caracteristicas como ambiente alcalino,

hiperosmolaridade e disponibilidade de compostos ricos em nitrogénio (ROSARIO et al.,
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2008). Este fungo, no Brasil, ja foi isolado de ocos de arvores tropicais, como da espécie

Theobroma cacao e até em detritos de arvores de eucalipto (NISHIKAWA et al., 2003).

C. gattii foi, inicialmente, reconhecido por ter uma associacdo ecoldgica especifica
com arvores de eucalipto, no Norte da Australia. A arvore de eucalipto parecia corresponder
a distribuicao epidemiologica da criptococose causada por C. gattii e, até entdo, nenhuma
outra fonte ambiental para o fungo havia sido detectada (ELLIS e PFEIFFER,
1990). Ademais, este organismo era considerado confinado geograficamente a climas
tropicais e subtropicais e apresentava uma baixa incidéncia como agente da criptococose, em
todo o mundo em pacientes com AIDS. No entanto, em 1999 ocorreu um surto de infecgdes
por C. gattii na Ilha de Vancouver, Columbia Britanica, Canada, e o fungo ndo foi isolado de
arvores de eucalipto, mas de espécies arboreas nativas (STEPHEN et al., 2002; KIDD et al.,
2007). A partir de 2004, C. gattii expandiu para a regido sudoeste continental da Columbia
Britanica atingindo também Washington e Oregon, nos Estados Unidos (DATTA et al,
2009). O Nordeste do Pacifico, na América do Norte, no momento, apresentando C. gattii
endémico, ¢ o Unico clima temperado conhecido a abrigar o organismo (HOANG et al.,
2011). O aparecimento deste patogeno, geralmente de ocorréncia em regido de clima tropical
nessa regiao destaca a mudanga na distribui¢do desse micro-organismo. Estudos filogenéticos
sugerem que as amostras causadoras dos recentes surtos, provocando infec¢des graves em
seres humanos e animais, tenham sido derivadas de linhagens da floresta Amazonica

(HAGEN et al., 2013).

No Brasil este fungo ¢ endémico nas regides Norte e Nordeste (MARTINS et al.,
2011). Recentemente Brito-Santos e colaboradores (2015) isolaram C. gattii da poeira do
interior das tipicas casas de madeira da Bacia do Rio Negro no Amazonas. Fortes e
colaboradores (2001) isolaram C. gattii de Guettarda acreana, uma espécie de arvore nativa
da floresta amazodnica. No estado do Mato Grosso esse fungo foi isolado de uma espécie de
arvore do cerrado Plathymenia reticulata (ANZAI et al., 2014). Atualmente tem sido sugerido
que o solo pode ser de fato, o reservatorio principal de C. gattii (KIDD et al., 2007; SHARP,
2009; HOANG et al., 2011).
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1.2.2 Fatores de viruléncia

Virios fatores de viruléncia contribuem para o estabelecimento das infec¢des por C.

neoformans e C. gattii nos hospedeiros, sendo os mais importantes:

a) Crescimento a 37°C

A capacidade de crescer a 37°C ¢é essencial para fungos patogénicos. Dentro do género
Cryptococcus, somente C. neoformans e C. gattii apresentam bom crescimento a temperaturas
acima de 30°C e mutantes sensiveis a temperatura sao avirulentos (PERFECT, 2005;
BOVERS et al., 2008). As espécies de C. gattii e C. neoformans var. neoformans parecem ser
geralmente mais sensiveis a temperaturas entre 37°C e 39°C do que C. neoformans

var. grubii (MARTINEZ et al., 2001).

b) Presenca de capsula polissacaridica

Membros do género Cryptococcus sao conhecidos por produzirem capsulas, que sdo os
principais determinantes de viruléncia nas espécies altamente patogénicas Cryptococcus

neoformans e Cryptococcus gattii (ARAUJO et al., 2012).

A cépsula, que ¢ composta por cerca de 90% de glucuronoxilomanana (GXM) e 10%
de galactoxilomanana confere ao micro-organismo protecao contra a dessecacao no ambiente
(CHAYAKULKEEREE e PERFECT, 2006). C. neoformans modula a espessura da capsula
em resposta a condi¢cdes ambientais. A sintese da capsula ¢ induzida pelo soro, limitagdo de
ferro e niveis fisiologicos de gas carbonico. Em condi¢des padronizadas in vitro, a espessura
da capsula ¢ frequentemente de 1-2 microns (FIGURA 3). In vivo, o tamanho da capsula pode

atingir 30 microns (IDNURM et al., 2005; McFADDEN et al., 2006).

As alteragdes na estrutura da capsula, no tamanho, e na sua densidade sdo
potencialmente um mecanismo de fuga do sistema imune, o que demonstra que a cépsula ¢é
uma estrutura dindmica altamente regulada pela célula em resposta a sinais especificos do

ambiente (O'MEARA e ALSPAUGH, 2012).

Embora o aumento da capsula seja uma resposta precoce do patdégeno durante a

infeccdo, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares que regulam este processo.
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Recentemente, Garcia-Rodas e colaboradores (2014) estabeleceram uma ligacdo entre o

crescimento da capsula, a progressao do ciclo celular e a viruléncia em C. neoformans.

A capsula tem muitas propriedades e funcdes importantes. Devido a sua carga
negativa esta estrutura protege o patogeno da fagocitose e morte por neutréfilos, monoécitos e
macrofagos. E também responsavel pela deplecio do complemento, falta de resposta do
anticorpo e desregulagdo na secrecdo de citocinas por monocitos e macrofagos, incluindo o
fator alfa de necrose tumoral (TNFa), interleucinal beta (IL-1B) e interleucina 6 (IL-

6) (McFADDEN et al., 2006; KARKOWSKA-KULETA et al., 2009).

(C) (b)

()

Figura 3: Micrografias de células de Cryptococcus neoformans com tamanhos diferentes da capsula. Coloragdo
de tinta Nanquim. (a) células com uma pequena capsula e (b) células com uma capsula espessa. A capsula ¢
visivel como um halo ao redor da célula (McFADDEN et al. 2006).

A capsula também pode inibir a migracao de leucdcitos da corrente sanguinea para os
sitios de inflamagdo. Além disso, sua presenga ¢ essencial para a formacdo de biofilmes

criptocococicos (McFADDEN et al., 2006; KARKOWSKA-KULETA et al., 2009).
¢) Formaciao de biofilme

A formagdo de biofilme ¢ um mecanismo comum utilizado por micro-organismos para
sobreviver em ambientes hostis, colonizar novos nichos ecoldgicos e conferir prote¢ao contra
a predacdo. Biofilmes sao comunidades de micro-organismos aderidos a uma superficie solida
envolvidos numa matriz exopolimérica. O biofilme criptocococico ¢ constituido por uma
complexa rede de leveduras organizadas em uma quantidade substancial de matriz
polissacaridica. A formagdo de biofilme por C. neoformans segue uma sequéncia de eventos,
incluindo a adesao a uma superficie, a formagao de microcolonias e a producdo da matriz
extracelular. C. neoformans pode formar biofilmes em placas de poliestireno e dispositivos

médicos apds a liberagdo de GXM, o principal componente do polissacarideo capsular.
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Biofilmes criptococdcicos estdo se tornando comuns devido a crescente utilizagao de véalvulas

cerebrais e outros dispositivos médicos (SANTI et al., 2014).

A formacao de biofilmes tem graves consequéncias no estabelecimento da infecgdo
fingica e esta associada com a infec¢do persistente, ja que estas formagdes levam ao aumento
da resisténcia a resposta imune do hospedeiro e a terapia antifungica (MARTINEZ et al.,

2006; RAVlI et al., 2009; MARTINEZ et al., 2010).
d) Producio de melanina

A producao de melanina ¢ outro importante fator de viruléncia. A sintese de melanina ¢
catalisada por uma enzima lacase e pode ocorrer quando os compostos fendlicos, por

exemplo, catecolaminas, estdo presentes no meio (DALISAY et al., 2011).

Em C. neoformans e C. gattii, a melanina ¢ sintetizada durante a infeccdo e os
mutantes que ndo produzem melanina sdo menos virulentos (FIGURA 4). A melanina
protege o fungo dos danos oxidativos produzidos pelo hospedeiro. Células melanizadas de
Cryptococcus spp. sao resistentes a radiacdo, a detergentes e metais pesados e a fagocitose por
macrofagos. Além disso, essas células sdo menos susceptiveis ao tratamento com
antifungicos, como a anfotericina B (DALISAY et al., 2011; EISENMAN e CASADEVALL,
2012).

Figura 4: Colonias de C. neoformans produtora de melanina (a) e ndo produtora (b)
(KRONSTAD et al., 2008).

d) Producao de manitol

A infec¢do do sistema nervoso central causada por C. neoformans ¢ frequentemente

associada a produgdo de uma grande quantidade do hexitol D-manitol por este micro-
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organismo (LIAPPIS et al., 2008). Este processo pode facilitar o desenvolvimento de
meningoencefalite, porque o manitol aumenta a pressao osmotica do fluido circundante, o que
pode contribuir para o edema cerebral. Além disso, o manitol também protege o fungo de
danos oxidativos e confere resisténcia a estresses ambientais (KARKOWSKA-KULETA et
al., 2009).

e) Producao de enzimas

Fosfolipases sdo um grupo heterogéneo de enzimas que sdo capazes de hidrolisar uma ou
mais ligagdes éster em glicerofosfolipideos (COX et al., 2001). A produgdo de fosfolipases ¢
considerada um fator de viruléncia, pois essas enzimas sao capazes de danificar a membrana
celular do hospedeiro degradando seus lipidios constituintes (ECHEVARRIA et al., 2002).
Acredita-se que essas enzimas tenham papel na infec¢ao pulmonar por Cryptococcus spp. € na
sua disseminacao do pulmdo para outros 6rgaos via sistemas linfatico e venoso (CHEN et al.,
1997, GANENDREN et al., 2006; PARK et al., 2009).

As proteinases podem contribuir com a viruléncia microbiana pela destrui¢ao dos tecidos
do hospedeiro e digestdo de proteinas imunologicamente importantes como anticorpos e parte
do sistema do complemento no local da infec¢do (CHEN et al., 1996; CAMPOS e BARONI,
2010). Apesar das ultimas descobertas, poucos trabalhos tém sido feitos atualmente para
elucidar o mecanismo pelo qual as proteinases aumentam a viruléncia de C. neoformans no
hospedeiro (SABIITI e MAY, 2012).

A urease, que catalisa a hidrolise de ureia em amonia e carbamato, desempenha um papel
importante em Cryptococcus neoformans na disseminagdo do fungo para o cérebro causando
a meningoencefalite (COX et al., 2000; SINGH et al., 2013). Shi e colaboradores (2010)
demonstraram que a transmigracdo de C. neoformans para o cérebro ¢ urease-dependente

(SHI et al., 2010) .

f) Vesiculas extracelulares

Muitos fatores associados com a patogénese de C. neoformans devem ser transportados a
partir de sitios intracelulares de sintese para locais na superficie da célula ou no exterior da
membrana plasmatica (RODRIGUES et al., 2008).

As vesiculas extracelulares funcionam como "sacos de viruléncia" contendo proteinas

ribossomais, bem como proteinas relacionadas a viruléncia e defesa antioxidante, incluindo
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lacase (sintese de melanina), urease, superoxido dismutase e proteinas de choque térmico

(RODRIGUES et al., 2014).

Entre os demais fatores de viruléncia, recentemente, foi descrita nas amostras de C.
gattii isoladas no surto da Ilha de Vancouver, a capacidade extremamente rapida dessas
células se replicarem em fagdcitos (MA et al., 2009). Dados recentes revelaram que esta
rapida proliferacdo €, por sua vez, acionada por um mecanismo conhecido como divisdo de
trabalho. Em resposta a espécies reativas de oxigénio geradas pelos fagocitos, células
criptococicas intracelulares adotam diferentes destinos. Algumas param de crescer e adquirem
uma morfologia atipica que ¢ caracterizada por uma ampla tubularizagdo de suas
mitocondrias, enquanto que as células vizinhas ndo passam por essa transi¢ao. Assim, através
de mecanismo ainda ndo estabelecido, as células que se submetem a alteracdo morfoldgica
protegem aquelas vizinhas da atividade antimicrobiana dos fagdcitos permitindo o aumento da

capacidade proliferativa das células como um todo (VOELZ et al., 2014).

1.3 Diagnéstico

Devido a manifestacdes clinicas complexas e atipicas, a meningite criptococdcica
pode ser facilmente confundida com outras doengas do sistema nervoso central durante seus
estagios iniciais, podendo resultar em diagnosticos e tratamentos equivocados (ZHANG et
al., 2014). Estratégias de diagndstico da criptococose sdo de extrema importancia, uma vez
que o tratamento adequado de pacientes com AIDS ¢ dependente do diagndstico precoce

(VIVIANI, 1996).

A 1identificagdo de leveduras encapsuladas por exame microscopico de amostras
clinicas fornece um diagnostico preliminar de Cryptococcus spp. A tinta nanquim, que nao
penetra na capsula e cora todo o resto da preparagao, pode demonstrar cdpsulas negativamente
coradas em amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR). Este método répido e simples ¢
muito utilizado em varios hospitais. Entretanto, apresenta sensibilidade e especificidade
limitadas, podendo gerar falsos negativos pela baixa quantidade de leveduras no LCR ou a
presenca de isolados com capsula muito pequena, além de falsos positivos devido a
possibilidade de ser confundido com outras leveduras, e até mesmo bactérias, como Klebsiella
sp., artefatos ou linfécitos (MAZUELOS e GARCIA, 2010; ZHANG et al., 2014). Em cortes

de tecidos fixados, a presencga de Cryptococcus sp. também pode ser identificada por meio das
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coloragdes de mucicarmim de Mayer, Grocott-metenamina-prata e Fontana-Masson. Estas
coloragdes, por método direto e histologico, contudo, ndo fazem qualquer distingdo entre as

espécies e variedades (GALANIS et al., 2009; SEVERO et al., 2009).

M¢étodos semi-automatizados e automatizados para a identificagao de leveduras, tais
como API 20C AUX e VITEK, fornecem resultados dentro de aproximadamente 72h. No
entanto, estes testes t€ém suas proprias limitagcdes, uma vez que eles dependem de exames

complementares para identificacdo completa do isolado (SIDRIM et al., 2010).

Uma das melhores opg¢des para o diagndstico da criptococose, em termos de alta
sensibilidade e resultados rapidos, ¢ a detecgdo, por aglutinacdo em latex, do antigeno
capsular polissacaridico nos fluidos corporais tais como, LCR, soro e urina. A desvantagem
deste método ¢ devido ao uso de um produto importado que tem alto custo (PAPPALARDO e
MELHEM, 2003).

Um ensaio de fluxo lateral do antigeno criptococico (CrAg LFA) foi recentemente
introduzido no repertorio do diagndstico da criptococose . O teste semi-quantitativo oferece
muitas vantagens, incluindo tempo de resposta rapido e baixo custo (PERFECT e BICANIC,
2015; VIDAL e BOULWARE, 2015).

Jitmuang e colaboradores (2016) avaliando o CrAg LFA para o diagnodstico de
criptococose em pacientes HIV-negativos comprovaram uma sensibilidade excelente,
sugerindo que este ensaio possa substituir os ensaios convencionais baseados em aglutinagdo

em latex.

Uma vez que nenhum método de diagnostico tem sensibilidade e especificidade total,
uma combinagdo de varios métodos ¢ recomendada. A cultura, embora mais demorada, € o
padrao ouro para o diagndstico da criptococose (PAPPALARDO E MELHEM, 2003;
ZHANG et al., 2014). Apesar do fato de que Cryptococcus spp. pode ser recuperado em
placas de agar sangue usadas rotineiramente para cultura bacteriana, meios seletivos e
enriquecidos podem melhorar a recuperagdo dessas leveduras. O agar semente de niger €
utilizado em amostras que podem estar contaminadas com Candida e que mascaram o
crescimento de Cryptococcus. Este meio diferencia as colonias marrons de Cryptococcus das
brancas de Candida pela capacidade do primeiro degradar o 4cido caféico até melanina. As
espécies de C. gattii e C. neoformans podem ser distinguidas pela assimilacdo do acido

malico, fumarico, D-prolina e D-triptofano, que sdo utilizados somente pela primeira espécie
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(MAZUELOS e GARCIA, 2010). O agar canavanina-glicina-bromotimol (CGB) permite a
diferenciagdo dessas espécies com base na utilizacdo da glicina e da susceptibilidade a
canavanina. As amostras que produzem coloragdo azul no meio CGB podem ser
presuntivamente identificadas como C. gattii (FIGURA 5). Entretanto, a confirmagao de C.

gattii exige subtipagem por sorotipo ou genotipo(GALANIS et al., 2009).

Figura 5: Meio de cultivo CGB diferenciando Cryptococcus neoformans (amarelo claro) de Cryptococcus gattii
(em azul) (MAGALHAES, 2012).

Entre as principais técnicas moleculares de identificagdo tem-se a hibridizacao, PCR
(“Polymerase Chain Reaction”) e outros métodos baseados em PCR, além de seqiienciamento
de regides especificas do genoma que sdo amplificadas por meio de PCR, o que ¢
especialmente util para o diagndstico de criptococose causada por espécies menos comuns de
Cryptococcus. Quanto a tipagem do micro-organismo, as seguintes técnicas tém mostrado a
melhor capacidade de diferenciar entre sorotipos fungicos e tipos moleculares: PCR
fingerprinting, PCR-RFLP (“Restriction Fragment Lenght Polymorphism”) , AFLP
(“Amplified Fragment Length Polymorphism”) e MLST(“Multilocus Sequence Typing”)
(SIDRIM et al.,2010) .

Atualmente nao existem testes de subtipagem comercialmente disponiveis. No
entanto, a genotipagem ¢ essencial para a confirmacao de C. gattii, para a caracterizacao de
isolados de Cryptococcus e para a manutencdo da vigilancia epidemioldgica molecular. Os
tipos moleculares de Cryptococcus spp., sdo identificados pela técnica de RFLP (GALANIS
et al., 2009).
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1.4 Tratamento da criptococose

Para uma terapia antifingica eficaz ha varios desafios que incluem o diagnostico, tempo
e custo do tratamento, a eficicia dos farmacos e a disponibilidade de drogas (IDNURM e
LIN, 2015). Porém, se o diagnostico for feito precocemente, se os clinicos aderirem aos
principios basicos de algumas diretrizes e se a doenga subjacente for controlada, a
criptococose pode ser tratada com sucesso na grande maioria dos pacientes. De acordo com as
diretrizes de praticas clinicas para o tratamento da doenca criptococdcica da “Infectious
Diseases Society of America” (IDSA) o controle da imunidade do hospedeiro, o local da
infeccdo, a toxicidade do antifingico e a doenca de base sdo fatores de risco criticos que

devem ser considerados durante o tratamento da criptococose (PERFECT et al., 2010).

O tratamento antifingico de meningite criptococdcica baseia-se em trés fases distintas:
indugdo, consolidacdo e terapia de manutencao (CHEN et al., 2010). A fase de indugao tem
como objetivo alcancar uma atividade fungicida rapida para se obter a esterilizagcao do liquido
cefalorraquidiano (LCR) utilizando a combinacdo de anfotericina B desoxicolato (AMB)
(0,7mg/kg/dia) e 5-fluorocitosina (5-FC) (100mg/kg/dia) por duas semanas. A combinacao de
AMB e 5-FC ¢ mais eficaz do que a AMB sozinha e esta associada a uma tendéncia para uma
maior propor¢ao de pacientes que conseguem um LCR estéril em duas semanas e uma
reduzida taxa de recaida (PERFECT et al., 2010; WHO, 2011; ANTINORI, 2013; DAY et al.,
2013).

Para situacdes em que 5-FC ndo estiver disponivel, como na maioria dos paises em
desenvolvimento, a segunda linha de tratamento na inducdo consiste em AMB associada a
dose elevada de fluconazol (FCZ) (0,8-1,2mg/kg/dia). Se AMB nao estiver disponivel ou ndo
puder ser administrada com seguranga (demanda monitorizagdo de fungdo renal e efeitos
toxicos), FCZ em alta dose associado a 5-FC ¢ recomendado (WHO, 2011; GOVENDER et
al., 2013; LOYSE etal., 2013).

O tratamento inicial de duas semanas de indugdo ¢ seguido pela fase de consolidacio
com o tratamento de 8 semanas com fluconazol (400mg/dia). Itraconazol (400mg/dia) pode
ser usado como alternativa para pacientes com intolerancia ao fluconazol. A fase de
manuten¢do ou profilaxia secunddria no tratamento da meningite criptocococica em

individuos infectados pelo HIV ¢ imperativa a fim de evitar a elevada taxa de recidivas dessa
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doenga (PERFECT et al., 2010; WHO, 2011; ANTINORI, 2013; DAY et al., 2013; VIDAL et
al., 2013).

Um determinante do resultado da terapia na meningite criptococdcica ¢ o controle
da pressao do liquido cefalorraquidiano e o tratamento precoce do aumento da pressao
intracraniana. A hipertensao intracraniana (HIC) ¢ definida como a pressao liquoérica inicial
medida por raquimanometria >20mm Hg com o paciente em decubito lateral, e ocorre em
aproximadamente 50% dos pacientes com neurocriptococose, contribuindo para significativo
aumento da morbi-mortalidade da doenca. A principal interven¢do recomendada para a
redugdo da HIC ¢ a pun¢ao lombar intermitente (MORETTI et al., 2008; ANTINORI, 2013;
VIDAL et al., 2013; SLOAN e PARRIS, 2014). A resseccao de grandes criptococomas
cerebrais deve ser considerada quando a resposta as drogas antifiungicas for pobre. Lesdes
multiplas geralmente ndo sdo passiveis de remogao cirurgica e exigem a terapia prolongada de
inducdo/erradica¢do. A duracdo do tratamento antifingico depende, principalmente, da

resposta clinica (CHEN et al., 2010).

Em comparagdo com C. neoformans,a infeccdo intracraniana por C. gattii esta
associada com maior taxa de sequelas neuroldgicas e intervengdes neurocirirgicas € atraso na
resposta a terapia. Essas diferencas sdo, principalmente, devido a uma maior propor¢do de
lesdes de massa cerebral (criptococomas) na infec¢ao por C. gattii (MITCHELL et al., 1995;
CHEN et al., 2010; CHAN et al., 2014).

1.5 Agentes antifungicos

O arsenal terapéutico antifungico, de certa forma, tem aumentado nos ultimos anos,
buscando atender a uma demanda crescente na micologia médica. A partir da década de 1980,
alguns fatos, como o desenvolvimento nos métodos de diagndstico, aumento nas septicemias
por leveduras, uso de procedimentos invasivos ou, até mesmo, o surgimento de novas doengas
imunossupressoras, como a AIDS, por exemplo, tém pressionado a industria quimico-
farmacéutica no sentido de buscar novas alternativas de farmacos para o tratamento das

infecg¢des fungicas (ROCHA e SIDRIM, 2010).

Os fungos sdo eucariotos, como seu hospedeiro humano e, dessa maneira, tornam-se um

desafio para identificar novas terapéuticas antifungicas especificas. Ha um repertério limitado
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de antifngicos em uso clinico e a resisténcia as drogas e a toxicidade para o hospedeiro

podem comprometer sua utilidade clinica (XIE et al., 2014).

A maioria dos agentes antifingicos interfere na biossintese ou na integridade do
ergosterol, principal esterol da membrana citoplasmatica fungica. Uma exceg¢do sdo as
equinocandinas, que causam ruptura de parede celular (FIGURA 6). Os principais farmacos
antifingicos podem ser agrupados em cinco classes: polienos, azdlicos, alilaminas,

equinocandinas e outros agentes (griseofulvina e 5-flucitosina) (CHEN e SORRELL, 2007).
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Figura 6: Alvos dos atuais antifingicos sist€émicos disponiveis (THOMPSON et al., 2009).

1.5.1 Polienos

De 1950 até¢ a descoberta dos azodlicos, os polienos, como a Anfotericina B (AMB)
representavam o padrdo ouro de terapia sistémica para infec¢des fungicas. Os polienos,
representados pela AMB e pela nistatina, sdo moléculas produzidas por bactérias do género
Streptomyces que se ligam ao ergosterol presente na membrana celular fungica (ODDS et al.,
2003). Este processo perturba a permeabilidade da membrana celular, formando poros e
causando o efluxo de potassio e moléculas intracelulares, levando a morte flingica.
Recentemente, foi descrito que AMB pode também provocar morte celular por um forte
estresse oxidativo (SANGALLI-LEITE et al., 2011). A resisténcia a AMB ja foi descrita em
algumas espécies de Candida e Aspergillus (KRCMERY E BARNES, 2002; CHAMILOS e
KONTOYIANNIS, 2005). Essa resisténcia tem sido relacionada com a diminui¢do dos niveis

de ergosterol na membrana plasmatica (LEON et al.,, 2011). Recentemente, Mandal e
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colaboradores (2014) comprovaram uma diminui¢do na sensibilidade de amostras de Candida
a AMB em meios com altos niveis de glicose. Foi verificado que h4d a formacdo de um
complexo antifungico-glicose diminuindo a quantidade da droga disponivel (MANDAL et al.,
2014).

A toxicidade aguda de AMB desoxicolato inclui niuseas, vomitos, calafrios, febre,
hipertensao ou hipotensado e hipdxia. Seu efeito adverso cronico principal ¢ a nefrotoxicidade.
A AMB produz lesdo renal provavelmente por uma variedade de mecanismos, causando
manifestagdes clinicas como insuficiéncia renal, hipomagnesemia, hipocalemia, e politria,
devido ao diabetes insipidus nefrogénico (LANIADO-LABORIN ¢ CABRALES-VARGAS,
2009). A necessidade de administracdo intravenosa, monitorizacdo de hemograma e funcao
renal, e a presenca de efeitos toxicos podem, frequentemente, dificultar o uso de AMB em
ambientes hospitalares com poucos recursos e escassez de pessoal (LOYSE et al., 2013).

Na tentativa de evitar a nefrotoxicidade presente na AMB desoxicolato, outras
formulagdes tém sido desenvolvidas. As preparagdes lipidicas incluem: anfotericina B
lipossomal, complexo lipidico de anfotericina B, e a dispersao coloidal de anfotericina B.
Embora menos toxicas, essas formulagdes apresentam um alto custo, o que impede a mudanga
do convencional para as preparagdes lipidicas em paises de baixa renda (LOYSE et al.,2013).

O amplo espectro antifingico e a experiéncia com o uso da AMB levam a
continuidade de seu uso, apesar das preocupagdes com a toxicidade. A penetracdo no LCR ¢
pobre, e ainda assim esta droga ¢ eficaz no tratamento de algumas causas de meningite
fingica como a criptococose (GHANNOUM e RICE, 1999; CHEN E SORRELL, 2007;
THOMPSON et al., 2009).

A nistatina apresenta caracteristicas farmacodindmicas e estrutura quimica
semelhantes a AMB (FIGURA 5), e ¢ utilizada principalmente na formas de creme para o

tratamento da candidiase vaginal (MARTINS et al., 2012).
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Figura 7: Estruturas quimicas dos polienos anfotericina B (a) e nistatina (b) (GROLL et al., 1999).

1.5.2 Azdlicos

O grupo dos azodlicos inibe o crescimento dos fungos por interferir na biossintese do
ergosterol. A droga se liga e inibe a enzima 14a-demetilase envolvida na conversdao de
lanosterol em ergosterol. Como resultado, o contetido do ergosterol na membrana se esgota e
a estrutura e fungdes da membrana s3o alteradas, inibindo o crescimento flingico
(THOMPSON et al., 2009; PFALLER, 2012). Existem dois grupos utilizados na pratica
clinica: os imidazolicos (cetoconazol, miconazol, clotrimazol e econazol) e os triazolicos
(fluconazol, itraconazol, voriconazol e posaconazol). Como os triazdlicos tém maior afinidade
pelas enzimas fingicas do citocromo P450, comparando-se com a dos mamiferos, seu perfil
de seguranca ¢ significativamente melhor que dos imidazolicos. O uso dos imidazolicos ¢
limitado ao tratamento de micoses superficiais, enquanto os triazdlicos tém grande aplicagdo
na terapia das infecgdes invasivas e superficiais (CHEN e SORREL, 2007). Fluconazol,
voriconazol e posaconazol sdo os mais utilizados no tratamento das infec¢des fungicas
invasivas (ROEMER e KRYSAN, 2014). O mais novo azdlico, langado em 2015, é chamado
isavuconazol. Este triazolico de segunda geracdo apresenta boa disponibilidade, menos
interacdes medicamentosas, amplo espectro de acao e ¢ indicado no tratamento de aspergilose

invasiva e mucormicose (MICELI e KAUFFMAN, 2015; RYBAK et al., 2015).

O fluconazol (FCZ) (FIGURA 8) continua a ser um dos triazdlicos
mais frequentemente prescritos no tratamento das infec¢des fingicas por sua boa penetracao
no sistema nervoso central e seu perfil de tolerabilidade aos efeitos colaterais (SIONOV et al.,

2009). Seus efeitos colaterais sao disturbios gastrointestinais, tonturas e prurido. Apesar de
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rara, a hepatotoxicidade j4 foi relatada em pacientes no tratamento com FCZ. Esse antifungico
tem boa atividade contra espécies de Candida e Cryptococcus. No entanto, a resisténcia a
droga ja ¢é relatada em algumas amostras desses géneros (SOARES et al., 2008; CHONG et
al., 2012). Os mecanismos de resisténcia mais comuns nesses patdogenos incluem uma
produ¢do aumentada da enzima alvo, bombas de efluxo e mutacdes no gene alvo
(GHANNOUM e RICE, 1999; CHEN e SORRELL, 2007; SIONOV et al., 2009;
THOMPSON et al., 2009).
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Figura 8: Estrutura quimica do fluconazol (KATHIRAVAN et al., 2012)

1.5.3 Alilaminas

A classe das alilaminas foi descoberta por acaso durante um programa de pesquisa
quimica para sintese de novas drogas que atuassem no sistema nervoso central. Uma reagao
quimica inesperada rendeu um produto com uma estrutura quimica inédita que, quando
avaliado em ensaios rotineiros de triagem bioldgica, demonstrou ser um composto com
excelente atividade antifingica que mais tarde foi nomeado naftifina (BIRNBAUM, 1990). O
sucesso dessa alilamina como antifingico de uso topico levou a pesquisa de novas drogas que
possuissem biodisponibilidade sistémica, que resultou apenas na terbinafina, que tinha a
combinac¢do necessaria de eficicia e seguranca para a formagdo de um novo medicamento.
Muitos laboratorios tém tentado desenvolver novas alilaminas, mas sem sucesso nos ultimos

anos (ODDS, 2003).

As alilaminas (FIGURA 9) agem inibindo passos iniciais da biossintese do ergosterol,
causando o acimulo do precursor de esterol, esqualeno, além da falta de outros intermediarios
da cadeia. Este fato sugere que a inibi¢ao da sintese de esterol pelas alilaminas ocorra na fase
de epoxidacdo do esqualeno, uma reagdo catalisada pela enzima esqualeno epoxidase. A

morte fingica ocorre mais devido ao acimulo de esqualeno do que pela deficiéncia no
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ergosterol. Altos niveis de esqualeno provocam a permeabilidade da membrana levando a
perturbagdo da organizacdo celular (GHANNOUM e RICE, 1999). A terbinafina ¢ muito
utilizada no tratamento de infec¢des por dermatoéfitos e € o antifungico de escolha no caso de
onicomicoses (ODDS, 2003, CHEN e SORREL, 2007). Guerra e colaboradores (2012)
comprovaram, in vitro, a atividade antifungica desta droga contra amostras de Cryptococcus

neoformans.

O uso da terbinafina via oral é geralmente bem tolerado, mas pode causar distirbios
gastrintestinais, alteracdo do paladar e elevagdes transitorias das enzimas hepaticas. Embora
sejam relativamente raros, existem relatos de lesdo hepatica aguda com o uso desse
antifingico (YAN et al., 2014). A reducao da dose pode ser necessaria no caso de doenca
hepatica cronica (CHEN e SORREL, 2007) A naftifina ¢ uma alilamina de uso tdpico,

utilizada para tratar dermatomicoses superficiais (GUPTA et al., 2008).

Naftifina
Terbinafina

Figura 9:Estruturas dos antifiingicos pertencentes ao grupo das alilaminas: Naftifina e Terbinafina (SHEAR et
al., 1992).

1.54 Equinocandinas

As equinocandinas (FIGURA 10) sdao grandes moléculas de lipopeptideos que inibem
a sintese de um constituinte da parede celular fingica. Esse grupo de antiflingicos inibe a
sintese da P(1-3) glucana inativando a P(1-3) glucana sintetase, uma enzima com duas
subunidades Fksp e Rholp. Essa a¢do danifica a parede celular fungica sem causar danos aos
mamiferos, pois ndo apresentam alvo semelhante para a droga. In vitro e in vivo as

equinocandinas sdao fungicidas contra Candida spp. e fungistaticas contra Aspergillus spp.
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Este grupo ndo ¢ ativo em concentragdes relevantes contra zigomicetos, Cryptococcus spp. €
Fusarium spp, por mecanismos ainda desconhecidos. Neste grupo de compostos estdo os

antifingicos caspofungina, micafungina e anidulafungina (SHOR et al.,2016).

Os efeitos colaterais das equinocandinas sao geralmente moderados como, febre,
nausea, alteracdes nos exames de fungao hepatica e leve hemolise (DENNING et al., 2003). A
baixa absor¢do oral dessas drogas limita seu uso a via intravenosa apresentam boa distribui¢ao
nos tecidos, exceto no SNC e olhos. Terapias combinadas utilizando uma equinocandina tém
sido consideradas promissoras para o tratamento da aspergilose (CHEN et al., 2011).
Recentemente, tem sido relatados casos de resisténcia de espécies de Candida ao tratamento
com equinocandinas (ALEXANDER et al., 2013; CASTANHEIRA et al., 2014). Essa
resisténcia estd relacionada a mutagdes do gene FKS que codifica a subunidade Fksp da B(1-

3) glucana sintetase (BAL, 2010; ALEXANDER et al., 2013).

Figura 10: Estrutura geral das equinocandinas (KATHIRAVAN et al.,2012)

1.5.5 Griseofulvina

A griseofulvina (FIGURA 11) ¢ um metabodlito secundario do fungo Penicillium
griseofulvum que bloqueia a organizacdo dos microtibulos dentro das células fungicas
sensiveis, sem exercer efeitos semelhantes em células de mamiferos. Seu espectro de acao ¢
limitado aos dermatofitos e ¢ utilizada principalmente nas infec¢des do couro cabeludo e,
além disso, alguns casos de resisténcia t€ém sido relatados (ODDS, 2003, GROVER et al.,

2012). Virios efeitos adversos foram observados com o uso da griseofulvina (cutaneos,



29

gastrointestinais, sanguineos, hepaticos e neurolégicos) (KNASMULLER et al., 1998;
MARTINEZ et al.,2014).
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Figura 11: Estrutura quimica da Griseofulvina (FINKELSTEIN et al., 1996).

1.5.6 S-flucitosina

A 5-flucitosina (5-F) ¢ um membro unico do grupo das pirimidinas (FIGURA 12). O
composto foi obtido inicialmente como uma potencial droga anticancer. Sua atividade
antifingica foi descoberta em pesquisas de triagem e, atualmente, ainda ¢ utilizada no
tratamento adjuvante com anfotericina B em infeccdes como a criptococose. Sua
especificidade antifungica vem do fato de que, os fungos, mas ndo as células humanas,
possuem as enzimas necessarias para absorver a 5-F e converté-la internamente para o 5-
fluorouracil que se incorpora no RNA, causando uma terminagdo de cadeia prematura e
inibindo a sintese de DNA através dos efeitos sobre a timidilato-sintase. A maioria dos fungos
filamentosos ndo tém esta enzima e, portanto, o espectro de agdo da 5-flucitosina € restrito as
leveduras patogénicas (KATHIRAVAN et al., 2012).

A 5-F ndo deve ser administrada em monoterapia devido ao rapido desenvolvimento
de resisténcia e seu uso deve ser monitorado devido a sua hepatotoxicidade e mielotoxicidade.
A resisténcia a 5-F pode ocorrer por mutagdes, que resultam em uma deficiéncia das enzimas
necessarias ao transporte celular e absor¢do da droga ou seu metabolismo, ou pode ser
também devido a um aumento na sintese de pirimidinas, que competem com o0s
antimetabolitos fluorados da 5-F e, assim, diminuem sua atividade antifingica (STEIER et al.,
2013). O uso da 5-F ndo ¢ disponivel em muitos paises em desenvolvimento, inclusive no
Brasil (VERMES et al. 2000; ODDS, 2003; CHEN e SORRELL, 2007; PAPPAS, 2010). As
principais barreiras para o acesso a S-flucitosina sao a auséncia de registro do medicamento e

da fabricagdo de genéricos em paises de baixa renda (LOYSE et al.,2013).
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Figura 12: Estrutura quimica da 5-flucitosina (KATHIRAVAN et al.,2012)

Na atual terapéutica das infec¢des flingicas o repertorio de antifingicos em uso clinico
¢ limitado e a resisténcia as drogas e a toxicidade para o hospedeiro comprometem sua
utilidade clinica (XIE et al., 2014). Adicionalmente, tem-se a necessidade de uso em longo
prazo de antifungicos em individuos imunocomprometidos € o alto custo associado ao
tratamento dessas infecgdes (LIN, 2009; LOYSE et al.,2013). Portanto, a descoberta de
novos compostos com baixa toxicidade, alta seletividade e amplo espectro de agdo
¢ fundamental para o tratamento eficaz das infec¢des fungicas (MARTINS et al., 2008;

GULLO et al., 2013).

1.6 Aliliminas

As aliliminas t€m suas estruturas semelhantes ao grupo das alilaminas, uma vez que
apresentam uma dupla ligacdo proxima ao atomo de nitrogénio presente na molécula. Manrao
e colaboradores (2007) avaliaram diversas aliliminas variando seus grupos substituintes
(metila, cloro, nitro e hidroxi) nas posi¢des orto, meta € para no anel proveniente da amina,
contra fungos fitopatogenos. A alilimina cinamal-4-toluidina foi a mais ativa contra os
fungos Fusarium oxysporum, Myrothecium roridum e Ustilago tritici, enquanto o composto

cinamal-2-hidroxianilina foi ativo contra a espécie Alternaria alternata.

Por apresentarem uma ligagdo C=N, as aliliminas também sdo consideradas bases de
Schiff ou aldiminas. Em nosso grupo de pesquisa nove aldiminas foram testadas
demonstrando boa atividade anti-criptococécica (MAGALHAES et al.,2013). Além disso, foi
verificado que a adicdo de um grupamento CH=CH entre o anel aromatico proveniente do
aldeido e o grupamento C=N, gerando as aliliminas, levou a um aumento consideravel no

potencial antifingico dessas moléculas. As aliliminas 3D5 e 3D7 (FIGURA 13) foram ativas
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contra amostras clinicas e de referéncia de C. gattii e C. neoformans, sendo ativas, inclusive,
contra o biofilme do ultimo. A alilimina 3D5 foi capaz de inibir o crescimento de amostras de
C. neoformans com valores de concentragdo inibitéria minima (CIM) que variaram de 1,4 a
4,0 ng/mL, enquanto para amostras de C. gattii os valores de CIM foram de 1,0 a 5,7 pg/mL.
Para a alilimina 3D7 os valores de CIM variaram de 1,0 a 2,8 pg/mL contra as linhagens de
C. neoformans e 1,4 a 11,3 ng/mL para C. gattii. Ambas as substincias foram capazes de, no
valor da CIM, inibir a progressao do biofilme de C. neoformans com porcentagens de inibi¢ao
acima de cinquenta por cento (MAGALHAES, 2012). Dessa forma, esse grupo de moléculas
pode ser promissor no tratamento da criptococose € seu mecanismo de acdo e seu

comportamento em modelo de infec¢do in vivo devem ser investigados.
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Figura 13:Estruturas das aliliminas 3D5 e 3D7 com potencial anticriptocococico ja comprovado em nosso grupo
de pesquisa.

1.7 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos macrociclicos que contém unidades de D-
glucopiranose ligadas em conjunto formando estruturas ciclicas conicas consistindo em um
exterior hidrofilico e uma cavidade interior hidrofobica (WILLIAMS et al., 2013; MENDES
et al.,2016). Tal cavidade permite as ciclodextrinas complexarem moléculas que apresentem
dimensdes compativeis e alterarem suas propriedades fisico-quimicas, como solubilidade em
agua, estabilidade e biodisponibilidade (FRACETO et al., 2007). Ciclodextrinas com seis,
sete e oito unidades de glicose sdo conhecidas como a-ciclodextrina (aCD), B-ciclodextrina
(BCD) e y-ciclodextrina (yCD), respectivamente (MENDES et al.,2016). Dentre as varias
formulacdes farmacéuticas utilizando-se ciclodextrinas, a B-ciclodextrina ¢ a mais comumente
utilizada devido ao seu preco baixo e sua facilidade de produgao (KURKOV e LOFTSSON,

2013). O antifiingico itraconazol, por ter baixa solubilidade em meio aquoso, ¢



32

comercializado na forma complexada em hidroxipropil-p-ciclodextrina (JAMBHEKAR e

BREEN.,2016).

1.8 Ensaios de toxicidade

Dentre os diversos estudos necessarios para o desenvolvimento de novos farmacos, os
testes de toxicidade sao de importancia primordial. A citotoxicidade ¢ um fator importante na
compreensdo dos mecanismos de a¢ao das substancias nas células e tecidos. Varios métodos
in vitro, para avaliar a toxicidade de drogas, foram padronizados utilizando-se culturas
celulares. Existem varios beneficios na utilizagao de testes in vitro, como a redugdo do uso de
animais em estudos e a capacidade de se determinar os alvos especificos da toxicidade da

droga (PUTNAM et al., 2002).

Os testes de citotoxicidade consistem em colocar a substancia direta ou indiretamente
em contato com uma cultura de células de mamiferos, verificando-se as altera¢des celulares
por diferentes metodologias, contagem celular, ensaios clonogénicos, medida de incorporacao
de nucleotideos radioativos ou métodos colorimétricos (FRESHNEY, 2001; HENRIKSSON
et al., 2006.). Os ensaios colorimétricos sao vantajosos, pois podem ser otimizados permitindo
que muitas amostras sejam analisadas rapida e simultaneamente (VEGA-AVILA e

PUGSLEY, 2011).

Existem diferentes ensaios colorimétricos, dentre os quais podem ser citados

(HENRIKSSON et al., 2006):

- MTT: (sais de tetrazdlio), Brometo de 3-(4,5- dimetil-tiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio. Este método consiste no ensaio de proliferacao celular que quantifica a
habilidade das células viaveis de reduzirem o sal amarelo de tetrazolio a cristais purpuros de
formazana insoluveis em agua, usando uma enzima mitocondrial, a succinato desidrogenase.

O ensaio detecta células metabolicamente ativas e a leitura ¢ feita em espectrofotometro

(MOSMANN, 1983).

- XTT: (hidroxido de 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[fenilamina)carbonil]-
2H-tetrazo6lio). Este ensaio também avalia a atividade das células vivas pelas desidrogenases

mitocondriais. Difere-se do ensaio do MTT por formar um produto de formazana que ¢
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soluvel em agua. Este fato exclui o uso do solvente dimetilsulfoxido para solubilizar os

cristais de formazana, como necessario no caso do MTT (PUTNAM et al., 2002).

- Resazurina: Este composto ¢ um corante soluvel em dgua que ¢ utilizado para
quantificar a viabilidade celular; ¢ extremamente estavel e nao toxico para as células. A forma
oxidada da resarzurina entra no citosol e ¢ convertida por enzimas mitocondriais. A coloragdo

do meio muda de azul indigo para rosa fluorescente (VEGA-AVILA e PUGSLEY, 2011).

- Sulforrodamina B (SRB): O principio do ensaio da sulforrodamina B baseia-se na habilidade
que este composto tem de se ligar a componentes protéicos das células fixadas pelo acido
tricloroacético, sendo uma quantificagdo colorimétrica da protéina celular. Assim, esse
método independe da atividade metabolica das células, ao contrario do MTT (PUTNAM et
al., 2002).

Outro modelo experimental utilizado para avaliagdo da toxicidade in vitro € o ensaio
de hemolise. Esse teste tem sido utilizado em testes de triagem de novas drogas
correlacionando sua atividade hemolitica com a citotoxicidade (NOLAN.,1981; CHOI et al.,

2011; EVANS et al., 2013).

A toxicidadade de uma droga pode também ser avaliada quanto ao seu dano no material
genético da célula, caracterizando assim a genotoxicidade. O ensaio do cometa (eletroforese
em gel de unica célula) ¢ um método simples e sensivel para o estudo de danos no DNA.
Nesta técnica, um pequeno numero de células em suspensdao em um gel de agarose fino sobre
uma lamina de microscopio ¢ lisado, separado por eletroforese, e corado com um corante
fluorescente com afinidade ao DNA (SPEIT e HARTMAN, 2012). O nome cometa vem da
semelhanca da imagem obtida neste método (FIGURA 14) com a do corpo astrondmico, a
cabeca consistindo no DNA intacto e a cauda contendo as partes danificadas do mesmo. Essa
forma ¢ gerada na eletroforese, quando o DNA migra para fora da célula. A distribuicao do
DNA ao longo do cometa correlaciona-se com a extensdo do seu dano (FIKROVA et al.,

2011).
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Figura 14: Imagem caracteristica do cometa visualizada neste teste (arquivo pessoal)

Esse ensaio tem multiplas aplicacdes na pesquisa avaliando-se dano ao DNA, em testes
de genotoxicidade de novos produtos quimicos e farmacéuticos, biomonitoramento ambiental,
e monitoramento da populagdo humana (SINGH et al., 1988; SPEIT ¢ HARTMAN, 2012;
COLLINS et al., 2014).

1.9 Modelos in vivo de criptococose

Os modelos de infecgdes experimentais ocupam uma posi¢ao essencial no estudo das
doencas infecciosas como um resultado de problemas éticos da exposicao de seres humanos a
agentes potencialmente letais (WILES et al.,, 2006). Para a melhor compreensdo da
patogénese da criptococose, numerosos modelos in vivo e in vitro t€m sido desenvolvidos
para investigacdo das caracteristicas da doenca e responder questdes como o curso da
infeccdo, invasao de barreiras celulares e interacdes e evasao da resposta imune (SABIITI et

al., 2012).

O principal modelo animal para estudos de criptococose tem sido o camundongo.
Esses animais sdo susceptiveis a infec¢do e podem ser estudados em numero suficiente para
permitir a comparacdo de uma variedade de regimes de tratamento (NAJVAR et al., 1999). A
infeccdo com Cryptococcus spp. pode ser realizada por uma variedade de métodos, incluindo
as vias intranasal, intraperitoneal, intracerebral, intravenosa e por inalacdo, o que amplia as
oportunidades experimentais (SABIITI et al., 2012). Doengas fingicas adquiridas por
inalacdo de propagulos infecciosos, como a cripotocose, podem ser reproduzidas pela injecao

de uma suspensdo de fungos via intranasal ou intratraqueal ou por inalagdo de células
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fingicas em modelos murinos. A vantagem da utilizacdo de suspensdes fungicas para a
infec¢do intranasal ou intratraqueal ¢ que o indculo pode ser precisamente quantificado e
calibrado para se ter a minima variabilidade inter-experimental. Além disso, esse método
permite que uma ampla gama de indculos sejam experimentados e, combinada com o uso da
via intratraqueal, assegura que a quantidade real atinja os pulmdes (HOHL, 2014).

Parametros experimentais cldssicos que sdo, na maioria das vezes, avaliados em
modelos animais de infec¢des fungicas incluem carga fingica do 6rgdo, histopatologia de

orgaos e sobrevivéncia ( HOHL, 2014).

Modelos murinos de meningite criptocdcica fornecem uma poderosa ferramenta para a
avaliacdo de drogas antifingicas, principalmente, porque os testes de susceptibilidade as
drogas antifungicas in vitro ndo t€ém um histérico comprovado de predizer respostas clinicas.
Além disso, experimentos bem desenhados e executados com animais podem facilmente
demonstrar os efeitos (positivos ou negativos) da combinagdo de antifungicos, a0 mesmo
tempo incorporando caracteristicas clinicas conhecidas associadas com a resposta ao

tratamento (LARSEN et al., 2006).
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2 JUSTIFICATIVA

A incidéncia e a prevaléncia de micoses graves continuam a ser um problema de satude
publica. Apesar do tratamento com antifingicos novos ou aqueles ja estabelecidos, estas
infecgdes sdo uma importante causa de morbidade e mortalidade, especialmente, em pacientes
imunocomprometidos. A criptococose ¢ uma micose invasiva e de ocorréncia mundial.
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii s30 os principais agentes etiologicos e afetam
pacientes tanto imunocomprometidos quanto imunocompetentes. C. neoformans € o patdgeno
mais comumente encontrado em infec¢des do sistema nervoso central em pacientes HIV
positivos. As infecgdes por C. gattii, no entanto, estdo associadas a mais complicagdes
neurologicas, uma resposta mais tardia a terapia e maior incidéncia de intervengdes
neurocirargicas. Apesar de existirem no mercado farmacos para o tratamento dessas
infeccdes, existem problemas quanto ao espectro de acdo, os custos e os efeitos adversos
como a hepatoxicidade e nefrotoxicidade, além da resisténcia a algumas drogas. Dessa forma,
torna-se necessdria a busca por novos compostos com atividade antiflingica e novos

mecanismos de agao.

As aliliminas apresentam estruturas semelhantes ao grupo de antifungicos alilaminas,
contendo uma ligacdo dupla proxima ao atomo de nitrogénio presente na molécula.
Baseando-se em resultados de estudos preliminares com os compostos 3D5 e 3D7, as
aliliminas podem se constituir em alternativas terapéuticas para a criptococose por

apresentarem atividade contra seus agentes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Pesquisar a atividade antifungica de vinte e duas aliliminas contra amostras clinicas e
de referéncia de Cryptococcus spp., selecionar a mais ativa € menos toxica e investigar sua

atividade antifingica contra fungos de importancia clinica.

3.2 Objetivos especificos

1 Determinar as concentracdes inibitorias minimas dos compostos contra amostras clinicas
e de referéncia de Cryptococcus neoformans e C. gattii e de outros fungos e bactérias de

importancia médica.

2 Avaliar a citotoxicidade dos compostos mais ativos em eritrocitos € em células das

linhagens, renal e pulmonar humanas.

3 Avaliar a genotoxicidade dos compostos selecionados mais ativos € menos citotoxicos.

4  Selecionar a alilimina mais ativa e menos toxica e avaliar sua atividade fungicida ou

fungistatica contra amostras C. gattii e C. neoformans.

5 Determinar a curva de morte da alilimina selecionada contra a amostra de C. gattii

L27/01

6 Avaliar a atividade do composto selecionado em combinagdo com os antifungicos

anfotericina B e fluconazol.

7 Investigar os efeitos da alilimina na capsula, sintese de melanina, atividade de lacase,

potencial zeta e parede celular.
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8 Testar a alilimina mais ativa, pura e complexada em ciclodextrina, em monoterapia e
associada com antifungicos em modelo in vivo de criptococose causada por C. gattii

avaliando a carga fingica e o tempo de sobrevivéncia.

9 Analisar, por meio do teste SHIRPA, o efeito dos tratamentos nas alteracdes

comportamentais dos animais infectados com C. gattii.
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4 MATERIAL E METODOS

O fluxograma a seguir (FIGURA 15) resume os procedimentos adotados para a defini¢ao

da atividade antifingica das aliliminas estudadas.

22 aliliminas

|

Triagem contra 2 amostras de C. gatfif e 2
amostras de C. neoformans

|

Selecdo de 6 aliliminas mais ativas

!

Determinagio da concentracio inibitoria minima
(CIM) contra varias espécies flingicas e bacterianas

|

Testes de toxicidade

I
¥ ¥

Hemolise Citotoxicidade

3 Aliliminas

| Genotoxicidade |

Determinagio da Determinacio da

. - Alilimina
CIM e CFM contra 5 X b
amostras de C. gaitii selecionada: JH2 acpt, SAMETIM conty

e  C. neoformans

amostras de C. gattii
e C. neoformans

; |

Avaliagio da 1—{ 3H2 | ‘CD-SII }—l
combinagdo com

antifungicos contra
amostras de C. gantii

I vitro mvitro —

Avaliagio dos
efeitos na parede
celular, melanina,
lacase, potencial l L

zela e capsula

In vive

Ensaio de Determinaciio de Comportamento:
sobrevida carga fungica SHIRPA

Figura 15: Fluxograma demonstrando, em resumo, os testes realizados no desenvolvimento da pesquisa da
atividade antifungica das aliliminas. CD-3H — complexo de 3H2 em B-ciclodextrina. CIM — concentracdo
inibitéria minima; CFM — concentracdo fungicida minima.
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Os compostos utilizados apresentados no quadro a seguir foram sintetizados pelo

Grupo de Estudos em Quimica Organica e Biologica (GEQOB) do Departamento de
Quimica/ICEx da UFMG, coordenado pelo Prof. Dr. Angelo de Fatima.

Codigo Estrutura Quimica Codigo Estrutura Quimica
HO
I3
3D7 WNKJ 3G2 WN
OCHg3; NO F
2
/©/CF3 /©/SCH3
3G4 WN 3G8 ©MN
SCH
e g
3G5 ©/\/\\N 3G9 WN
H:CO
F a
3G6 ©MN/©/ 3G10 WN
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s JJ
3H4 W”‘Q m | /@/\/\N
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H4CO
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H,CO 0,N
NO, H4CO
NO2 3
3H7 WNQ 312 X Kj
/©/\/\N
O,N
OH
OCH
3HS | O \Q/ "l os /@MN@/
N
©/\/\ OzN
HO
NO, Kj
314 WNO 315 /QMN
HaCO O:N

Quadro 1: Cédigos e estruturas quimicas das aliliminas utilizadas neste estudo.

4.2 Micro-organismos

Neste estudo foram utilizadas amostras de fungos de origem clinica, ambiental e de
referéncia pertencentes a cole¢do de micro-organismos do Laboratorio de Micologia do
Departamento de Microbiologia do ICB/UFMG. As bactérias testadas foram cedidas
gentilmente pela Professora Simone Gongalves dos Santos do Laboratério de Microbiologia

Oral e de Anaerobios da UFMG. O QUADRO 2 exibe os micro-organismos testados e suas

origens.
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Fungos
Cryptoc?.ccus Cryptococcus Fonsecae.a Candida spp.
gattii neoformans pedrosoi
Amostras  Origem | Amostras Origem Amostras Origem Amostras Origem
ATCC Amostra ATCC Amostra ATCC Amostra C. albicans Amostra
24065 referéncia 24067 referéncia 46428 referéncia ATCC 18804  referéncia
ATCC Amostra ATCC Amostra F ool clinica C. krusei Amostra
32608 referéncia 28957 referéncia P ATCC 20298  referéncia
. ATCC Amostra .. C. parapsilosis ~ Amostra
135003 clinica | 65066 referéncia | P clinica |4 7CC 22019 referéncia
. Amostra . C. tropicalis Amostra
L28/02 clinica H99 referéncia F.p.5 clinica ATCC 750 referéncia
. . . C. glabrata Amostra
23/10993 clinica F10 clinica F.p.7 clinica ATCC 90030  referéncia
196L/03 clinica RNO1 clinica F.p.8 clinica Aspergillus spp.

1913/ER clinica C31 clinica F.p.9 clinica Amostras Origem
. . . A. fumigatus Amostra
547 OTTI  ambiental Wp clinica F.p.10 clinica ATCC 16913 referéncia
, . , . A. flavus Amostra
L27/01 clinica 5396 clinica F.p. 11 clinica IMI 190443 referéncia

LMM 818 clinica 96806 clinica F.p.13 clinica A. clavatus clinica

L24/01 clinica 27JF clinica F.p.14 clinica A. niger clinica

29/10893 clinica 28JF clinica F.p.15 clinica A. clavatus clinica

A. niger clinica

Bactérias

Amostras Origem Amostras Origem

Amostra Amostra
Staphylococcus aureus ATCC 25923 referéncia Klebsiella pneumoniae ATCC 13882  referéncia
Amostra Amostra
Enterococcus faecalis ATCC 19433 referéncia Acinetobacter baumanii ATCC 19606  referéncia
Amostra Amostra
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  referéncia Escherichia coli ATCC 25922 referéncia

Quadro 2: Relag@o das amostras utilizadas neste estudo.

4.3 Triagem inicial das aliliminas - Determinacio da concentracio inibitoria

minima (CIM) de 22 aliliminas contra amostras de Cryptococcus spp.

Para a avaliagdo da atividade antifingica das 22 aliliminas estudadas foi realizado o

teste da concentragdo inibitéria minima contra duas amostras de Cryptococcus neoformans e

duas de C. gattii. Para isso, foi utilizado o método da microdilui¢do em caldo, conforme

proposto pelo documento M27-A3 do “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI,
2008). Os antifungicos fluconazol (FCZ) (Pfizer) e anfotericina B (AMB) (Sigma) foram

utilizados como controles positivos.
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Uma solucdo inicial de cada composto testado e da anfotericina B foi preparada
utilizando-se como solvente o dimetilsulfoxido (DMSO) e o meio RPMI 1640 (Sigma) como
diluente. O fluconazol foi dissolvido em agua destilada esterilizada. Em seguida foram feitas
diluicoes seriadas de modo que as concentragdes testadas dos compostos variassem de 128
pg/mL a 0,25 pg/mL, para AMB de 16 pg/mL a 0,003 pg/mL e para o fluconazol de 64
pg/mL a 0,125 pg/mL. Posteriormente, aliquotas de 100 puL de cada concentragdo foram
distribuidas em orificios da placa de microdiluigdo de 96 pogos. Como controle de
crescimento e de esterilidade foi usado somente o RPMI, sem a adicdo do composto e
solvente. Como controle de toxidez do solvente foi usado o meio de cultura, juntamente com
o solvente (JOHANN et al., 2010). A cada orificio teste e de controle de crescimento foram
acrescentados 100 puL de indculo fungico. As placas foram incubadas a 35°C por 72 horas. A
leitura foi realizada visualmente (CLSI, 2008). Para as aliliminas ¢ para AMB a CIM foi
considerada a menor concentragdo que inibiu 100% do crescimento microbiano, apos
incubacdo. A CIM do fluconazol foi definida como a menor concentracdo que inibiu 50% do

crescimento fungico.

A partir dos resultados da triagem inicial com as 22 aliliminas estudadas, seis
compostos mais ativos foram selecionados para maiores investigagdes de atividade
antifingica. Esses compostos tiveram também suas CIMs determinadas contra amostras de
Candida spp., Aspergillus spp., € Fonsecaea pedrosoi. As placas com essas amostras foram
incubadas a 35°C, sendo que o tempo de incubacao foi de 48 horas para as primeiras e cinco

dias para a ultima.

4.3.1 Preparo do indculo

4.3.1.1 Leveduras

Para as leveduras o in6culo fungico foi preparado a partir de culturas incubadas a
35°C, por 48 h (Cryptococcus spp.) e 24 h (Candida spp.) em tubos contendo meio agar
Sabouraud Dextrose (ASD) inclinado. Uma algada das culturas foi adicionada a um tubo de
ensaio contendo 5 mL de solugdo salina esterilizada para obtengdo de uma suspensdo. As
suspensdes foram homogeneizadas em vortex, lidas no espectrofotometro a 530 nm e
ajustadas a transmitancia de 75 a 77%, a qual equivale a turbidez de 0,5 da escala de

McFarland e corresponde & concentracdo de 1x10°a 5x10° UFC/mL. A suspensdo-padrio de
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levedura foi homogeneizada durante 15 segundos em vortex, diluida 1:50 e depois 1:20 com o
meio RPMI 1640, para obtengdo do indculo 2X concentrado (1 x 10°a5x 10° UFC/mL). O
in6culo (2X) foi diluido a 1:1 quando os pogos foram inoculados, chegando-se a concentragao

final desejada (0,5 x 10 a 2,5 x 10> UFC/mL) (CLSI, 2008).

4.3.1.2 Fungos filamentosos

Os indculos dos fungos filamentosos foram preparados de acordo com o protocolo M-
38 A2 do CLSI. As amostras foram cultivadas em tubos de agar batata-dextrose durante 7 dias
a 35°C. No momento do preparo do indculo as coldnias de sete dias de crescimento foram
cobertas com aproximadamente 1 mL de solucdo salina a 0,85% estéril, foram misturadas
delicadamente com a ponta de uma pipeta e em seguida foi acrescentada uma gota (0,01 mL)
de Tween 20 para facilitar a preparagdo do inoculo. A mistura resultante de conidios e hifas
foi retirada e transferida para tubo de ensaio esterilizado. Quando as particulas mais pesadas
se depositaram no fundo (3 a 5 minutos) o sobrenadante foi transferido para outro tubo de
ensaio estéril. As suspensdes foram homogeneizadas em vortex, lidas no espectrofotometro a
530 nm e ajustadas a transmitancia de 68-71% para amostras de F. pedrosoi e 80-82% para
Aspergillus spp. A suspensao foi diluida 1:50 em meio RPMI, essa dilui¢ao corresponde a 2X
a densidade necessaria de 0,4 x 10 a 5 x 10* UFC/mL (DABOIT et al., 2013; NOGUEIRA et
al., 2011, CLSI, 2008).

4.4 Determinacdo da concentracao inibitoria minima (CIM) de seis aliliminas
contra bactérias de importancia clinica

Para o teste de susceptibilidade bacteriana as aliliminas selecionadas foi utilizado o
método da microdilui¢do em caldo de acordo com o protocolo M7-A6 do antigo NCCLS,
atual CLSI (NCCLS, 2003). As amostras testadas foram duas bactérias Gram positivas,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Enterococcus faecalis ATCC 19433; e quatro Gram
negativas, Klebsiella pneumoniae ATCC 13882, Acinetobacter baumanii ATCC 19606,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 25922. A partir de uma
solucdo estoque em DMSO, as aliliminas foram diluidas em caldo Mueller Hinton a fim de se
obter nos tubos testes concentragdes que variaram de 128-0,25pg/mL. Os inoculos foram

preparados em solucdo salina 0,85% a partir de colonias com crescimento de 24 h. A
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suspensdo foi homogeneizada e sua absorbancia determinada espectrofotometricamente a
625nm de modo que ficasse entre 0,08 e 0,1, correspondendo a 1x10% células/mL. Em
seguida, o indculo foi diluido 1:50, seguido de uma nova diluicao 1:20 em caldo Muller
Hinton e entdo aplicado na placa de 96 pogos. As placas foram incubadas a 37°C por 24 h
para a determinacdo da CIM que foi considerada, por leitura visual, a menor concentragao

capaz de inibir 100% do crescimento bacteriano.

4.5 Toxicidade dos compostos

Ap0s os testes de triagem com as 22 aliliminas, seis compostos foram selecionados
para que suas toxicidades in vitro fossem avaliadas. O teste de hemolise foi realizado no
departamento de doencas infecciosas do Alpert Medical School da Brown University em
Providence, Rhode Island, EUA, sob a orientacdo do pesquisador Dr. Eleftherios Mylonakis.
J&4 os experimentos de avaliacdo de toxicidade dos compostos em cultura de células foram
realizados no Laboratério de Biologia Celular da Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED) sob a

supervisao da Dra. Luciana Maria Silva.

4.5.1 Teste de Hemolise

O protocolo para avaliar se os compostos poderiam levar a lise dos eritrocitos
humanos (Rockland Immunochemicals) foi adaptado da técnica de Evans e colaboradores
(2013). A partir de uma solucao estoque em DMSO a 10mg/mL todos os compostos foram
diluidos em PBS variando suas concentracdes de 64 a 0,25 pg/mL, sendo 100 pL de cada
concentragdo aplicados em uma placa de 96 pogos. Em seguida os eritrocitos foram diluidos
em PBS a 4% e 100 pL foram adicionados nos pocos contendo as diferentes concentragdes
das aliliminas. PBS foi utilizado como controle negativo e Triton-X 1% como controle
positivo. A placa foi entdo incubada a 37°C por 1h e, em seguida, centrifugada a 4000 rpm
por 5 minutos para sedimentacdo dos eritrocitos intactos. Um volume de 100 pL do
sobrenadante de cada poco foi transferido para uma nova microplaca e a porcentagem de
hemolise foi determinada pela medida da absorbancia a 540nm. Os valores foram calculados
considerando-se o tratamento com 1% de Triton-X como 100% de hemdlise. Os testes foram

realizados em duplicata.
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4.5.2 Avaliacido da viabilidade celular através do ensaio colorimétrico com sal de
tetrazolium (MTT)

Para avaliar a citotoxicidade dos compostos que apresentaram melhor atividade
antifingica foi realizado o ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT conforme
proposto por Mosmann e colaboradores (1983). Foram utilizadas as linhagens de células
humanas normais renais HEK 293 (ATCC CRL-1593) e pulmonares MRC-5 (ATCC CCL-
171). As células foram cultivadas em meio de cultura Eagle's Minimum Essential Medium
(EMEM) suplementado com soro fetal bovino a 10% e incubadas em estufa a temperatura de
37°C, com umidade atmosférica, contendo 5% de CO,. Foram utilizadas placas de 96 pocos
onde as culturas celulares ap6s 24 h de crescimento foram colocadas em contato com os
compostos selecionados nas concentracdes de 128 a 1ug/mL e incubadas por 24 horas em
estufa a 37°C e 5% de CO,. Apds o tempo de incubacdo, os pogos da placa de microdilui¢ao
foram lavados com tampao fosfato salino (PBS) e a solugdo de MTT (0,5 mg/mL) foi
adicionada ao teste, que em seguida, foi incubado no escuro por trés horas. Em seguida, as
placas foram centrifugadas durante 10 minutos a 1000 rpm e o sobrenadante foi removido.
Foram adicionados 50uL. de DMSO em cada poco e a placa foi agitada levemente para a
dissolucdo dos sais de formazan. A densidade Optica do material de analise foi avaliada em
espectrofotometro a 540 nm. A determinagcdo do coeficiente de inibicdo de 50% do
crescimento das células (ICsp) e da concentragdo que inibe seu crescimento total (TGI) foi

feita a partir de uma regressao linear.

4.5.3 Avaliacdo da genotoxicidade - Ensaio do cometa

Os trés compostos selecionados a partir dos resultados do teste de citotoxicidade foram
avaliados quanto a capacidade de dano ao DNA pelo ensaio do cometa de acordo com o

protocolo estabelecido por Singh e colaboradores (1988).

4.5.3.1 Preparo das laminas
Foram utilizadas ldminas de microscopio, previamente limpas com alcool 70% e secas

a temperatura ambiente. Para fixacdo da primeira camada de agarose, as laminas foram
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mergulhadas no gel de agarose (1,5%) a aproximadamente 60°C. Os excessos de agarose

foram limpos e as ldminas permaneceram em temperatura ambiente até secarem.

4.5.3.2 Preparo do material biolégico

Foram preparadas placas de 24 pogos, cujas quantidades celulares foram de 2x10°
células/ pogo em meio EMEM suplementado com soro fetal bovino a 10%. A linhagem
celular utilizada neste teste foi a Hek 293. As células foram incubadas a 37°C em estufa com
atmosfera de CO, a 5%, por 24 h. Em seguida, o meio de cultura foi retirado, as placas foram
lavadas com 400 pL de PBS 1X por poco e as células foram expostas as aliliminas durante
24h, em quadruplicata. O meio EMEM sem suplemento foi usado como controle negativo.
Posteriormente, essas células foram novamente incubadas a 37°C em incubadora com

atmosfera de CO; a 5%.

4.5.3.3 Fixacao do material biolégico as laminas

Ao término do tempo de incubacdo, foram adicionados 400 pL da solugdo de tripsina
0,025% em cada pogo. Ap6s 5 min, a suspensdo celular foi transferida para um tubo de
centrifuga, os pogos foram novamente lavados com 400 pL de meio de cultura, para a retirada
das células remanescentes e centrifugado a 810 rpm por 5 min. O precipitado celular foi
ressuspendido em 300 pL de meio de cultura. Para a fixacdo das células na ldmina, foram
utilizados 15 pL da suspensdo celular em 75 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%).
Sobre as laminas microscopicas, previamente preparadas com agarose (1,5%), foram
depositadas 120 pL destas aliquotas e as mesmas foram recobertas com laminula. Apos 10

min a 4°C, a laminula foi removida e a 1amina colocada em solugao de lise.

4.5.3.4 Etapas de lise e eletroforese

As laminas foram deixadas por 60 min. na solucao de lise (2,5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 10 mM Tris,pH 10; Triton X-100 a 1% e DMSO a 10%). Na sequéncia, foram
removidas e transferidas para cuba de eletroforese preenchida com tampao alcalino (ImM
EDTA e 300 mM NaOH, pH>13) e permaneceram incubadas por 25 min, para a desnaturacao
do DNA e exposi¢ao dos sitios alcali-labeis. Ambas as solugdes foram recém-preparadas e
armazenadas a 4°C até a hora do uso. Posteriormente, a eletroforese foi conduzida a 25 V e
300 mA por 25 min. Durante toda corrida a cuba foi mantida a 4°C. Finalizada a eletroforese,

as laminas foram neutralizadas, por 3 vezes, com 5 mL solu¢do de neutralizacdo (0,4 M de
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Tris, pH 7,5) durante 5 min, fixadas com 5mL de etanol absoluto e secas a temperatura

ambiente.

4.5.3.5 Coloracio e analise das lAminas

Para a analise, as laminas foram coradas com 40ul de solu¢ao de brometo de etidio (20
pg/ml) por 5 min, cobertas com laminula e os nucledides visualizados com o software Axio
Vision Rel. 4.8 em microscopio de fluorescéncia da Carl Zeiss (aumento de 200X). Foram
analisados 100 nucledides por lamina utilizando-se o sistema de captura de imagens
AutoComet, acoplado ao software de andlise CometScore (http://www.tritekcorp.com/product
s _cometscore.php). Para cada cometa, o programa gera varios parametros, dos quais se
utilizou a porcentagem de DNA na cauda para a realizacdo deste trabalho. Os danos celulares
foram caracterizados em categorias estabelecidas segundo Kumaravel, 2009: 0 — sem danos
(< 5%), 1 — baixo nivel de danos (5 — 20%), 2 — médio nivel de danos (20 — 40%), 3 - alto
nivel de danos (40 — 95%) e 4 — danos totais (> 95%). A andlise dos danos foi realizada
utilizando-se o Indice de danos ao DNA (IDN) ¢ a Porcentagem de Classe de Danos (PCD).
Os indices de danos foram obtidos através do somatério da multiplicacdo do niimero de
cometas encontrados em cada classe pelo valor da classe. O valor do IDN pode variar de 0 a
400. Sendo 0 o valor que indica o menor grau de dano e 400 o grau maximo de dano

(KUMARAVEL et al., 2009).

indice de danos= (0 x A)+ (1 x B)+ (2x C) + (3 x D) + (4 X E)

Onde, A, B, C, D ¢ E sao os numeros de células encontradas para cada categoria analisada.

A Porcentagem de Classe de Danos foi obtida como a porcentagem de ocorréncia de cada

classe no total dos cometas analisados.

PCD = (numero de determinada classe x 100) / numero total de cometas

4.6 Determinacao da atividade anti-criptococdcica do composto 3H2

Baseando-se nos resultados dos testes realizados, citados anteriormente, selecionou-se

a alilimina 3H2 para maiores investigagdes quanto ao seu potencial anti-criptococdcico.
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Considerando-se a baixa solubilidade em meio aquoso do composto selecionado pretendeu-se
avaliar também o complexo de inclusdo de 3H2 em [B-ciclodextrina (CD-3H) com o intuito de
verificar se essa modificacdo levaria a diferencas em seu potencial antifingico. A
complexagdo do composto selecionado foi realizada pela equipe do Prof. Dr. Sérgio Antdnio

Fernandes do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa.

4.6.1 Determinacio da concentracio inibitoria minima (CIM) e concentracao
fungicida minima (CFM) contra 12 amostras de Cryptococcus gattii e de C.
neoformans

O composto selecionado e seu complexo tiveram determinados seus valores de CIMs
para 12 amostras de C. gattii e de C. neoformans conforme descrito no item 4.3, e,
posteriormente, foram avaliados quanto a acao fungicida ou fungistatica. Para tanto, aliquotas
de 100 pL foram removidas dos pogos nos quais nao foi detectado crescimento visivel na
CIM, além de 2XCIM e 4XCIM e foram subcultivadas em ASD e incubadas a 35°C. As
amostras foram semeadas em placas de Petri em duplicata. A concentragdo fungicida minima
(CFM) foi definida como a menor concentragdo do composto em que nenhuma colonia foi
observada apos 72 horas de incubagcdao (OBANDO et al., 2009). O composto foi considerado
fungicida se a relacdo CFM/CIM foi <4 e fungistatico se foi >4 (HAZEN, 1998).

4.6.2 Avaliacao da curva de morte

O composto estudado foi avaliado quanto ao efeito sobre a cinética de crescimento de
uma amostra de C. gattii (L27/01) de acordo com a metodologia proposta por Klepser e
colaboradores (1997). A cultura do fungo foi subcultivada em tubos contendo dgar Sabouraud
por 48h ¢ o inéculo foi realizado conforme descrito no item 4.3.1.1. O indculo inicial (10°
UFC/mL) foi diluido dez vezes em tubos contendo as concentragdes CIM, CIMx2 e CIMx4
do composto selecionado. Foi realizado um controle de crescimento onde o inoculo foi
diluido dez vezes em meio RPMI. Os tubos foram incubados sob agitagao (100 rpm) a 35°C.
Amostras de S0pL foram removidas de cada tubo nos tempos 0, 6, 12, 24, 48 e 72h, diluidas
em agua destilada esterilizada, e 30 pL foram plaqueados em agar Sabouraud. Apos 48h de

incubagdo das placas a 35°C, as colonias foram contadas para elaboragao da curva de morte.
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4.6.3 Atividade em combinacido com os antifiingicos fluconazol e anfotericina B

A alilimina 3H2 foi avaliada quanto a sua atividade em combinagdo com a
anfotericina B e fluconazol contra as amostras de C. gattii. Diluigdes seriadas do composto
estudado e do antifungico foram preparadas utilizando os mesmos solventes como no teste da
CIM. Aliquotas de 50 pL de cada diluicdo do composto foram adicionadas aos pogos de uma
placa de 96 pocos na orientagdo horizontal e as aliquotas de 50 puL de cada diluigdo do
antifungico foram adicionadas em uma orientagdo vertical, de modo que na placa obtiveram-
se varias combinacdes de concentragdes dos dois compostos (FIGURA 16) (SHIN e LIM,
2004).
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Figura 16: Esquema do protocolo experimental do teste de combinagdo. As setas indicam o aumento da
concentragdo de cada agente individualmente e a seta em diagonal indica o aumento da concentracao do
antifungico e composto teste em combinacdo (MAGALHAES, 2012).

Ap0s, cada poco foi inoculado com 100uL do indculo preparado conforme descrito no
item 4.3.1.1 e as placas incubadas a 35°C por 72 horas. A interacdo do composto com o
agente antiflingico foi expressa como a soma da concentracdo inibitoria fracionaria (CIF) de
cada agente. A CIF de cada agente ¢ calculada como a CIM desse agente em combinagdo,
dividido pela CIM do agente sozinho. O indice de concentragdo inibitoria fracionaria (ICIF)

foi calculado pela soma das CIFs:
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comb comb
C Cs

Onde CIMirawvidual o cyppindividual 55 a5 CIMs das drogas A e B quando agindo

C5o™b e C5O™P referem-se as combinagdes. O ICIF foi interpretado como sinérgico

sozinhas e
quando <0,5; sem interacdo quando 0,5<ICIF<4,0 e como antagonista quando >4,0

(MUKHERIJEE et al., 2005).

4.6.4 Ensaio do sorbitol

Com o intuito de verificar se a parede celular seria um alvo de agdo do composto 3H2,
realizou-se o teste da concentragao inibitéria minima contra 12 amostras de C. gattii conforme
descrito no item 4.3, em que o meio utilizado RPMI-1640 foi acrescido de sorbitol 0,8M. O
indculo foi realizado conforme descrito anteriormente no item 4.3.1.1 e as placas incubadas a
35°C durante dez dias. As leituras de CIM foram realizadas trés e dez dias ap6s a incubagdo e
os valores comparados com um teste sem a adi¢do de sorbitol. Com o protetor osmotico
(sorbitol) os valores de CIM aumentariam caso a droga testada atue inibindo a parede celular

(FROST et al., 1995, EMRICK et al., 2013).

4.6.5 Avaliacdo da produc¢io de melanina

A alilimina 3H2 foi investigada quanto a sua capacidade de interferir na sintese da
melanina da amostra de C. gattii L27/01. Foram preparados, em solucdo salina, e contados em
camara de Neubauer, diferentes indculos (lx104; 1x10° ¢ 1x10° UF C/mL) da amostra testada,
previamente cultivada em agar Sabouraud por 48h. Em seguida, 10uL de cada inoculo foi
aplicado, em duplicata, em placas de Petri de d4gar meio minimo (glicose 15 mM, MgS0O4 10
mM, KH,PO4 29,4 mM, glicina 13 mM, vitamina B 3 uM, 4gar 2%) acrescido de ImM de L-
dopa contendo a droga 3H2 nas concentragdes 0,5XCIM e CIM. Foram realizados controles

sem a adicao de L-dopa e sem a adi¢do da droga testada. Todas as placas foram embaladas em
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papel aluminio, incubadas a 35°C, e visualizadas diariamente quanto ao a produgdo de

melanina durante 10 dias (MARTINEZ et al., 2007).

4.6.6 Determinacio da atividade de lacase

Para avaliar se o composto 3H2 influenciava na atividade da enzima lacase da amostra
de C. gattii 127/01 foi realizado o ensaio da oxida¢do do dacido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) (MARTINEZ et al.,2007). A levedura foi cultivada no
meio de asparagina (asparagina 1g/L, fosfato de sdédio 10mM [pH 6,5], MgSO4 0,25g/L,
CuSO4 10uM) com glicose (1,5g/L) por 72h a 30°C. As células foram coletadas por
centrifugacdo, lavadas e um inéculo foi preparado em PBS na concentra¢io de 1x10°
células/mL sem tratamento ou com 3H2 0,5xCIM. A solugdo de ABTS foi preparada em agua
destilada esterilizada na concentragdo de 10mM. Um volume de 100uL do reagente foi
diluido em 900puL da suspensdo fungica com ou sem tratamento e os tubos foram incubados
por duas horas a 30°C. Em seguida, as células foram removidas por centrifugacdo e as
absorbancias dos sobrenadantes foram detectadas em espectrofotometro a 420nm. PBS
adicionado de ABTS foi utilizado como branco e uma solugcdo de lacase produzida
comercialmente (Sigma, 51639) a 1U/mL em PBS foi usada como controle positivo. Esse
teste também foi conduzido incubando-se a lacase comercial com diferentes concentragoes de

3H2.

4.6.7 Potencial zeta das células de C. gattii tratadas com 3H2

A andlise do potencial zeta foi realizada no laboratério de fluidos complexos e
sistemas supramoleculares na Universidade Federal de Juiz de Fora — campus Governador
Valadares em colaboragio com os Professores Angelo Marcio Leite Denadai e Gabriella
Freitas Ferreira. As células de C. gattii 1L.27/01 foram cultivadas em Agar Sabouraud por 72h
a 35 °C. Os experimentos de potencial Zeta (pZ) foram feitos pela titulacdo de quatro inje¢des
manuais de 50 uL de 3H2 nas concentragdes finais de 8, 16 ¢ 24pg/mL em uma suspensao
salina contendo a levedura (1 x 10° UFC/mL) a temperatura ambiente. As amostras foram
analisadas apds 30 segundos de tempo de equilibrio usando um analisador de potencial Zeta

(Zeta sizer Nano ZS90; Malvern, Reino Unido) (NOSANCHUK et al.,1999).
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4.6.8 Avaliacao do efeito do tratamento com a alilimina 3H2 na capsula e tamanho da
célula de amostras de Cryptococcus gattii

Para visualizar o efeito do tratamento com 3H2 sob a cépsula de C. gattii a amostra
L27/01 foi cultivada em placas de 4gar meio minimo contendo a alilimina na concentragao
0,5XCIM por 48h a 37°C. O crescimento da amostra em meio sem a alilimina foi considerado
controle negativo. Posteriormente foram preparadas laminas com tinta Nanquim para a
visualizacdo da formacdo da cépsula e da espessura da parede celular em microscopio Otico
comum (400X) Nikon (Eclipse E-200). As imagens foram fotografadas com uma camera
Nikon Coolpix 4500 e para calcular o volume da capsula, os didmetros da célula inteira (D)
e do corpo celular (D¢.) foram medidos através do software de morfometria image J NIH
1.48v. De cada isolado, foi analisado o tamanho da cépsula e da célula de 30 leveduras em
cada lamina. O volume da capsula foi definido como a diferenca entre o volume da célula

inteira (célula + capsula) e o volume do corpo celular (limitado pela parede celular). Os
volumes foram calculados pela equacdo do volume da esfera 4?” X (2)3 (van DUIN et

al.,2004).

4.6.9 Visualizacio das células de C. gattii tratadas com 3H2 pela microscopia eletronica
de varredura (MEY)

O efeito do tratamento com 3H2 na célula fungica também foi analisado através da
MEV. A amostra de C. gattii L27/01 foi cultivada nas mesmas condi¢des descritas no item
anterior em meio minimo sem tratamento e tratado com 3H2 0,5XCIM. Em seguida, uma
alcada da levedura crescida nos diferentes tratamentos foi ressuspendida em PBS,
centrifugada por 5 minutos a 3000rpm e lavada duas vezes. O sobrenadante foi desprezado e
10uL do pellet foram aplicados sobre laminula com poli-L-lisina deixando-se secar em
temperatura ambiente. Posteriormente, as laminulas foram tratadas com o fixador (2,5%
glutaraldeido e 0,1M de cacodilato de s6dio) por no minimo 1 hora a temperatura ambiente. O
fixador foi entdo removido com a lavagem das amostras por trés vezes com tampao contendo
0,1M de cacodilato, 0,2M de sacarose ¢ 2mM MgCl. As amostras foram entdo enviadas ao
Centro de Microscopia da UFMG onde as preparagdes foram processadas com a desidratagao

crescente de alcool etilico (35% 50% a 95% por 10 min. e 100% 3X-10 min.), com a secagem
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em ponto critico e, finalmente, a metalizagdo com ouro. O material foi entdo visualizado no
microscopio eletronico de varredura - Quanta 200 - FEG - FEI operado a 15 Kv (van DUIN et
al.,2004).

4.7 Avaliacdo da atividade in vivo de 3H2 em modelo de infeccio pulmonar
causada por Cryptococcus gattii

Para o desenvolvimento do modelo animal foram utilizados camundongos fémeas
C57BL/6 com seis a oito semanas, pesando aproximadamente 18,0g, adquiridos do Centro de
Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram mantidos em
microisoladores, manipulados com o uso de equipamentos de protecdo individual e foram
seguidas normas ¢éticas e de biosseguranca em experimentacdo animal. Os animais foram
divididos em cinco por grupo, tiveram agua e racao ad libitum, e ciclos de claro/escuro
mantidos. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal

(CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais com o protocolo n°11/2013.

4.7.1 Infecclo intratraqueal

No modelo in vivo foi utilizada a linhagem de C. gattii L27/01 baseando-se nos
experimentos in vitro previamente realizados e pela experiéncia do nosso grupo de pesquisa
no curso da infeccdo causada por essa amostra (SANTOS et al.,2014, FERREIRA et al.,
2015; COSTA et al.,2016; SILVA et al.,2016) .

Os camundongos foram previamente anestesiados com solugdo de cetamina e xilazina
em PBS (80 mg/Kg/10 mg/Kg). Ap6s 10 minutos, foi realizada uma pequena incisdo na pele,
proxima da regido das glandulas tiredide e, apds a separacao das camadas dos tecidos, a
traqueia foi exposta e inoculada com 30pL de uma suspensdo fungica contendo 1x10* células
de C. gattii. Em seguida, a incisdo foi fechada e os animais monitorados até a recuperacdo da
anestesia (GUIMARAES et al., 2010 ; NGAMSKULRUNGROIJ et al., 2012; SANTOS et
al.,2014).

4.7.2 Tratamento dos animais

Depois do processo de infecgdo os animais foram separados alocando-se cinco por

gaiola. Os tratamentos iniciaram-se no dia seguinte a infec¢do por via intraperitoneal. Quando
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tratados em combinacdo a administragdo de cada composto foi realizada separadamente, com
cerca 30 minutos de intervalo. Ao longo do estudo diferentes grupos e tratamentos foram
realizados (QUADRO 3), sendo todos tratados e monitorados diariamente. Qualquer
camundongo que estivesse com sinais de doenga muito avangados como convulsdes ou falta
de atividade motora era imediatamente eutanasiado, sendo anestesiado e, em seguida,

realizado o deslocamento cervical.

As solugdes para tratamento dos antifingicos fluconazol (Sigma-Aldrich) e
anfotericina B (Cristalia) foram obtidas em 4gua para inje¢do (HOSSAIN et al.,1999;
BARCHIESI et al.,2000). A suspensao da alilimina 3H2 pura foi preparada utilizando-se 10%
Kolliphor EL (Sigma-Aldrich), 5% Polietilenoglicol 400 (Sigma-Aldrich), 80% PBS e 5%
Propilenoglicol (Sigma-Aldrich) (STRICKLEY., 2004) . A suspensdo aquosa do complexo de
inclusdo de 3H2 em B-ciclodextrina (CD-3H) foi preparada em PBS.

Grupos Doses Administradas
Nao Infectado (PBS) -—
Veiculo Kolliphor EL 10%, PEG 400 5%,
propilenoglicol 5% e PBS 80%
Nao tratado —
3H2 30, 50, 100, 150 mg/kg
Fluconazol I mg/kg e 10mg/kg
30 mg/kg + 10mg/kg
3H2 + Fluconazol 30 mg/kg + Img/kg
Anfotericina B 0,3 mg/kg e 0,5mg/kg
3H2 + Anfotericina B 30mg/kg + 0,5mg/kg
30mg/kg + 0,3mg/kg
CD-3H 30 mg/kg
CD-3H + Anfotericina B 30mg/kg + 0,5mg/kg

Quadro 3: Diferentes grupos e¢ doses de cada droga utilizada no tratamento do modelo de infec¢do pulmonar
causada por C. gattii.

A quantidade de animais por grupo e o tempo de duragdo de cada experimento
dependeu de seu objetivo ser curva de sobrevida (5 animais,130 dias), determinagdo de carga
fingica (6 animais, 15, 30 e 130 dias) ou andlise de comportamento (SHIRPA) (6 animais,

45dias).
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4.7.3 Curva de sobrevida e determinacio da carga fingica

Os animais depois de infectados eram tratados e monitorados diariamente, sendo todos
0s Obitos registrados para a constru¢do de uma curva de sobrevida. Foram inicialmente
realizadas curvas de sobrevida dos animais infectados com C. gattii e tratados com 3H2 nas
doses de 30, 50, 100 e 150 mg/kg. Em seguida, avaliou-se a alilimina associada com
fluconazol ¢ com anfotericina B, sendo a ultima também testada em associagdo com o
complexo de 3H2 em f-ciclodextrina (CD-3H) nas doses demonstradas no QUADRO 3.

Para a determinacdo da carga fingica os animais foram eutanasiados 15, 30 ou 130
dias apos a infec¢do e seus pulmdes e cérebro foram assepticamente removidos, pesados,
homogeneizados e diluidos em PBS. Aliquotas dos homogenatos foram plaqueadas em Agar
Sabouraud com cloranfenicol (SbC) e incubadas por 48h a 35°C quando as unidades
formadoras de colonias (UFC) foram contadas e os resultados expressos em UFC/g de tecido

(SANTOS et al.,2014).

4.7.4 Analise comportamental dos animais infectados com C. gattii e tratados com 3H2,
CD-3H e anfotericina B

Para avaliagdo comportamental dos animais durante o curso da infec¢do utilizou-se o
protocolo SHIRPA (sigla que significa SmithKline Beecham Pharmaceuticals; Harwell MRC
Mouse Genome Centre and Mammalian Genetics Unit Imperial College School of Medicine
at St Mary's Royal London Hospital; St Bartholomew's; Royal London School of Medicine;
Phenotype Assessment) (ROGERS et al., 2001). Esse protocolo semi-quantitativo de analise
observacional compreende testes simples que proporcionam uma avaliagdo do perfil
comportamental e funcional dos animais (LACERDA-QUEIROZ et al.,2010). A analise
inicial consiste na observacdo do camundongo por cinco minutos em uma jarra no formato de
um cilindro, a presenga de micg¢do, defecagdo, piloerecdo, tremor e postura sdo anotados.
Nesse momento sua taxa de respiragdo também ¢ observada. Posteriormente, o animal ¢
transferido para uma arena onde seu comportamento motor ¢ observado. Em seguida, sua
forca ao agarrar, acuidade visual, tonus corporal e reflexos sdo avaliados. Por fim, func¢des

autonomas como frequéncia cardiaca e cor da pele sao registradas (LACKNER et al.,2006).
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O procedimento foi realizado apos a infec¢do dos animais a cada dois dias. Nessa etapa
foram avaliados os seguintes grupos: a) Nao infectado; b) Nao tratado, c) anfotericina B
(AMB) (0,5mg/kg); d) 3H2 (30mg/Kg); d) 3H2 (30mg/kg) + AMB (0,5mg/Kg); ¢) CD3H
(30mg/kg); f) CD3H(30mg/kg) + AMB (0,5mg/Kg). Os parametros individuais avaliados
pelo SHIRPA foram entdo agrupados em cinco dominios funcionais (estado
neuropsiquiatrico; comportamento motor; fun¢do autonoma; tonus muscular e forga e reflexo
e funcdo sensorial) e foram determinados um escore geral e um para cada dominio

(LACKNER et al.,2006; . PEDROSO et al.,2010).

4.8 Analise estatistica

Para os célculos de citotoxicidade dos compostos foi realizada uma regressdo linear
obtida por meio do programa SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) para Windows. A
analise estatistica dos demais ensaios foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism

versdo 5.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego, California, USA.

Os ensaios de hemdlise, genotoxicidade, curva de morte, potencial zeta e determinacao
da carga fingica foram analisados através do teste de analise de variancia. O protocolo
SHIRPA foi analisado por ANOVA com pos-teste de Newman-Keuls. As andlises da
atividade de lacase e de volume de cépsula foram realizadas pelo teste t de Student. A
sobrevida foi avaliada pela curva de Kaplan-Meier e pelo teste long-rank. Valores de P<0,05

foram considerados significativos estatisticamente.
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5 RESULTADOS

5.1 Determinaciao da concentrac¢ao inibitoria minima (CIM) de 22 aliliminas
contra amostras de Cryptococcus spp.

Foi realizada uma triagem inicial com 22 aliliminas testadas contra amostras de C.

gattii e C. neoformans (TABELA 1).

Tabela 1: Resultados da triagem inicial pela medida da concentragdo inibitéria minima (CIM) das aliliminas
testadas contra amostras de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii.

C. neoformans C. neoformans C. gattii C. gattii
ATCC 28957 ATCC 62066 ATCC 24065 L.27/01
Compostos CIM (pg/mL)
3D7 1 1 1 8
3G2 64 64 64 64
3G3 128 128 128 128
3G4 128 128 128 128
3G5 64 64 64 64
3G6 128 128 128 128
3G7 32 32 32 32
3G8 >128 >128 >128 >128
3G9 >128 >128 >128 >128
3G10 >128 >128 >128 >128
3H2 1 4 8 16
3H3 >128 >128 >128 >128
3H4 128 >128 >128 >128
3HS5 16 64 32 32
3H6 128 >128 >128 >128
3H7 >128 >128 >128 >128
3HS8 64 64 64 64
3H9 >128 >128 >128 >128
3H10 16 16 16 16
312 16 16 16 16
313 16 16 16 16
314 >128 >128 >128 >128
315 1 1 1 2
Antifungicos
Anfotericina B 0,125 0,125 0,125 0,25

Fluconazol 8 4 1 8
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Os resultados foram bastante diversificados, sendo que muitos compostos ndo foram
ativos (CIM >128 pg/mL) ou pouco ativos (CIM = 128 ou 64 pg/mL) nas concentragdes
testadas contra os fungos avaliados. Consideraram-se, arbitrariamente, bons valores de CIM
quando estes foram menores ou iguais a 16 pg/mL. Dessa forma, as aliliminas que se
destacaram foram 3D7, 3H2, 3H10, 312, 313 e 3I5. A partir dos resultados obtidos neste teste

inicial foram feitos outros experimentos com os compostos selecionados.

5.2 Determinacao da concentracao inibitéria minima contra outros fungos de
importancia clinica

As aliliminas mais ativas (3D7, 3H2, 3HI10, 312, 3I3 e 3I5) e os antifiingicos
fluconazol (FCZ) e anfotericina B (AMB) também foram avaliados quanto a concentracao

inibitoria minima contra amostras de Candida spp. e Aspergillus spp. (TABELA 2).

Tabela 2: Concentragdo inibitoria minima (CIM) das aliliminas selecionadas contra espécies de Candida e
Aspergillus.

Compostos
3D7 3H2 3HI10 312 313 3I5S FCZ AMB
Amostras CIM (pg/mL)
Candida spp.
C. albicans ATCC 18804 32 >128 32 32 64 64 0,25 1
C. krusei ATCC 20298 >128 >128 32 32 64 64 3205
C. parapsilosis ATCC 22019 64  >128 64 64 128 64 2 025
C. tropicalis ATCC 750 >128 >128 64 64 >128 128 2 0,5
C. glabrata ATCC 90030 64 >128 32 32 64 32 1 025
Aspergillus spp.
A. fumigatus ATCC 16913 32 >128 32 64 64 64 >64 1
A. flavus IMI 190443 >128 >128 64 64 >128 128 >64 1
A. clavatus C1* 32 128 32 32 64 32 >64 0,03
A. niger CI* 128  >128 64 64 >128 64 >64 0,03

*CI- amostra clinica

Embora as aliliminas selecionadas tenham apresentado valores mais baixos de CIMs
contra amostras de Cryptococcus spp., o mesmo nao foi observado contra amostras de
Candida spp. e Aspergillus spp. O composto menos ativo foi o 3H2 enquanto o mais ativo foi

0 3H10, exibindo CIMs de 32 ou 64 pg/mL contra os fungos testados.
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A atividade antifingica das aliliminas mais ativas e da anfotericina B contra amostras
clinicas e de referéncia de Fonsecaea pedrosoi também foi avaliada conforme demonstrado

na TABELA 3.

Tabela 3: Concentragdo inibitoria minima da aliliminas 3D7, 3H2, 3H10, 312, 313, 315 ¢ de anfotericina B contra
12 amostras de Fonsecaea pedrosoi.

3D7  3H2 3H10 312 313 315 AMB
Fonsecaea pedrosoi CIM (nug/mL)

ATCC 46428 32 8 32 64 32 16 1
1 32 16 32 64 32 16 4
3 32 16 64 64 32 16 4
5 32 32 32 64 32 16 4
7 32 16 32 64 32 16 4
8 64 32 32 64 32 16 2
9 64 32 32 64 32 16 4
10 32 32 64 64 64 32 2
11 32 32 32 32 16 8 2

13 32 16 64 64 32 16 0,5
14 32 32 32 64 32 16 2
15 32 16 64 64 32 32 1

Média geométrica 35,9 21,4 40,3 60,4 32,0 17,0 2,1

Todas as amostras testadas foram sensiveis ao tratamento com o0s compostos
avaliados. Os compostos 3H2 e 315 se destacaram com menores valores médios de CIM -

21,4 ¢ 17,0 pg/mL, respectivamente.

5.3 Determinacio da concentracgio inibitoria minima contra bactérias de
importancia clinica

As aliliminas selecionadas também foram avaliadas quanto a sua atividade
antibacteriana contra duas bactérias Gram positivas: Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Enterococcus faecalis ATCC 19433 e quatro Gram negativas: Klebsiella pneumoniae ATCC
13882, Acinetobacter baumanii ATCC 19606, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
Escherichia coli ATCC 25922 (TABELA 4). Em geral as substancias ndo foram ativas contra
as bactérias testadas, exceto para a amostra de S. aureus que foi sensivel a 3H2 e 3I5 com

CIMs de 8 e 2 ug/mL, respectivamente.
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Tabela 4: Determinagao dos valores de concentracdo inibitoria minima das aliliminas testadas contra bactérias de
importancia médica.

3D7 3H2 3HI10 312 313 315

Amostras CIM (ug/mL)
Staphylococcus aureus
ATCC 25923 64 8 64 >128 64 2
Enterococcus faecalis
ATCC 19433 128 128 64 128 64 64
Klebsiella pneumoniae
ATCC 13882 >128 >128 >128 >128 128 128
Acinetobacter baumanii
ATCC 19606 >128 >128 64 128 64 64
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 >128  >128 >128 >128 >128 >128
Escherichia coli
ATCC 25922 >128 >128 >128 >128 >128 >128

5.4 Toxicidade dos compostos

5.4.1 Teste de Hemolise

O percentual de hemolise causado pelas aliliminas e pelo controle positivo Triton-X
foi avaliado. Foram testadas concentracdes de 64 a 0,25 pg/mL dos compostos e de 1% a

0,2% do controle (FIGURA 17).

Triton X-100 (%)
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Figura 17: Resultados da avaliacdo in vitro da toxicidade das aliliminas e de Triton-X em eritrocitos humanos. A
linha acima representa as diferentes concentragdes do controle positivo Triton-X enquanto a linha inferior
demonstra as concentragdes dos compostos. Percentuais de hemolise superiores a 10% considerariam as drogas
como tdxicas para os eritrocitos.
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As aliliminas testadas apresentaram baixo percentual de hemolise, estando seu valor
maximo proximo a 5%. Nao houve diferenga estatistica entre os compostos testados,

entretanto, todos foram significativamente distintos do Triton X-100% (P<0,0001).

5.4.2 Avaliacao da viabilidade celular através do ensaio colorimétrico com sal de
tetrazolium (MTT)

A TABELA 5 exibe os resultados do ensaio in vitro de citotoxicidade das aliliminas
selecionadas. O valor de ICsy representa a concentragdo da droga que inibiu 50% do
crescimento celular, enquanto o valor de TGI representa a concentragdo que foi capaz de
inibir totalmente este crescimento. Esses valores foram calculados através de uma curva de
regressao linear obtida por meio do programa SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) para
Windows.

Tabela 5: Valores de ICs, (concentragdo da droga que inibiu 50% do crescimento celular) e TGI (concentragdo

que foi capaz de inibir totalmente o crescimento celular) das aliliminas selecionadas obtidos contra as linhagens
celulares: pulmonar (MRC-5) e renal (HEK-293).

Linhagens celulares

MRC-5 HEK-293
Compostos ICso / TGI (ng/mL)
3D7 36,0/ 145,6 51,2/121,9
3H2 81,3/ 140,4 63,4/ 135,5
3H10 19,51/124,5  46,0/125,3
312 63,0/ 118,4 62,4/119,9
313 83,0/ 150,4 79,4 /137,5
315 38,9/120,9 77,7/120,6

A partir dos resultados de TGI dos compostos para as duas linhagens celulares e de
seus valores de médios de CIM para amostras de C. neoformans e C. gattii calculou-se o valor
de indice de seletividade (IS) de cada alilimina (TABELA 6). Esse indice ¢ obtido a partir da
razao entre o valor de TGI de cada droga e a média da CIM obtida para amostras de
Cryptococcus neoformans e C. gattii. Os compostos com maiores valores de IS (3D7, 3H2 e

315) foram selecionados para se realizar o teste de genotoxicidade.
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Tabela 6: Valores de indice de seletividade (IS) das aliliminas calculados a partir da razéo entre o valor de TGI
(concentracdo que foi capaz de inibir totalmente o crescimento celular) de cada droga e a média da CIM obtida
para amostras de Cryptococcus neoformans e C. gattii.

Indices de Seletividade (IS)

MRC-5 HEK-293
Compostos C. neoformans C. gattii C. neoformans C. gattii
3D7 145,6 32,4 121,9 27,1
3H2 56,2 11,7 54,2 11,3
312 7,4 7,4 8,6 8,6
313 9,4 9,4 7,5 7,5
3HI10 7,8 7,8 7,8 7,8
315 121,0 80,6 120,6 80,4

MRC-5 — linhagem de célula pulmonar; HEK-293 - linhagem de célula renal.

5.4.3 Avaliacido da genotoxicidade - Ensaio do cometa

As aliliminas 3D7, 3H2 e 3I5 selecionadas apds o teste de citotoxicidade foram
avaliadas quanto ao dano no DNA. Para tanto, realizou-se o ensaio do cometa conforme
proposto por Singh e colaboradores (1988) em células renais normais da linhagem Hek-293.
Baseando-se na porcentagem de DNA na cauda, os danos celulares foram caracterizados em
categorias estabelecidas: 0 — sem danos, 1 —nivel baixo de danos, 2 —nivel médio de danos, 3 -
nivel alto de danos e 4 — danos totais, em 100 células contadas por tratamento, obtendo-se

assim a porcentagem de danos (FIGURA 18).

Os compostos testados obtiveram um perfil de danos bem semelhante ao observado no
controle. Esse apresentou no maximo dano tipo 2, ou seja, nivel médio de danos. J4 no caso
das drogas testadas foram obtidos danos de categorias maiores. Os compostos 3D7 e 3I5
apresentaram pequena quantidade de dano total (categoria 4), sendo que este ultimo tipo nao

foi observado no composto 3H2.
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Figura 18: Porcentagem de danos em cada tratamento aplicado as células HEK-293. 0 — sem danos, 1 — baixo
nivel de danos, 2 — médio nivel de danos, 3 - alto nivel de danos e 4 — danos totais. CN — controle — células nio
tratadas. 3D7, 3H2 e 315 — compostos testados.

Além disso, foi calculado também o indice de danos ao DNA (IDN) e dessa forma,
obteve-se o grafico a seguir (FIGURA 19).
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Figura 19:Indices de dano ao DNA (IDN) obtidos para os as aliliminas selecionadas.

Os indices de danos ao DNA, de forma geral, foram baixos em relacdo ao seu valor

maximo (400) e ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativa em relacdo ao
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controle. Esses resultados demonstram a baixa toxicidade das aliliminas selecionadas

direcionando, assim, a possibilidade de serem realizados testes in vivo com estes compostos.

Embora ndo haja diferenga significativa entre os compostos, o 3H2, por ndo ter
provocado danos tipo 4 as células testadas, por ter o menor IDN e por apresentar bons
resultados de atividade antifungica tornou-se o principal candidato a maiores investigagdes

quanto a sua atividade anti-criptocdcica.

5.5 Determinacio da atividade anti-criptococdcica do composto 3H2

Baseando-se em varias caracteristicas observadas no composto 3H2, esta alilimina foi

selecionada para maiores investigagdes quanto ao seu potencial antifungico.

5.5.1 Determinacao da concentracio inibitéoria minima (CIM) e concentraciao
fungicida minima (CFM) contra 12 amostras de Cryptococcus gattii e de C.
neoformans

As TABELAS 7 e 8 exibem os valores determinados de CIM e CFM em pg/mL do
composto 3H2, seu complexo de inclusdo em f-ciclodextrina (CD-3H) e dos antifungicos
fluconazol e anfotericina B testados contra amostras clinicas e de referéncia de Cryptococcus
gattii e Cryptococcus neoformans. Os valores de CIMsp e CIMy, correspondem a concentracao
necessaria para inibir o crescimento fungico de 50% e 90%, respectivamente, das amostras
testadas. CFMsy e CFMy, sdo as concentragdes em que 50% ou 90%, respectivamente, das
linhagens foram mortas. No teste da atividade fungicida/fungistatica, de acordo com Hazen
(1998) os compostos foram considerados fungicidas se a relagdo CFM/CIM for <4 e

fungistaticos se for >4.
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Tabela 7: Médias geométricas dos valores de concentragdo inibitoria minima (CIM) e concentragdo fungicida
minima (CFM) em pg/mL de 3H2, CD3H e dos antifungicos fluconazol (FCZ) e anfotericina B (AMB) contra
linhagens de Cryptococcus gattii realizados em triplicata.

Amostras 3H2 CD-3H Fluconazol Anfotericina B
Cryptococcus gattii CIM / CFM (pug/mL)
ATCC 24065 8,0/16,0 8,0/16,0 4,0/64,0 0,3/0,4
ATCC 32608 11,3/64,0 8,0/64,0 16,0/32,0 0,5/0,8
135L/03 16,0/64,0 16,0/64,0 8,0/45,3 0,4/0,6
L28/02 5,7/90,5 8,0/128,0 11,3/64,0 0,6/1,0
23/10993 4,0/32,0 4,0/32,0 4,0/22,6 0,5/0,7
196L/03 5,7/90,5 5,7/90,5 16,0/32,0 0,5/0,6
1913/ER 5,7/64,0 5,7/64,0 8,0/16,0 0,5/0,6
547 OTTI 11,3/128,0 11,3/128,0 16,0/128,0 0,4/0,6
L27/01 16,0/90,5 16,0/64,0 16/64,0 0,3/0,5
LMM 818 5,7/90,5 5,7/90,5 16,0/32,0 0,5/0,7
L24/01 11,3/128,0 8/128,0 8,0/64,0 0,4/0,6
29/10893 5,7/45,2 5,7/45,2 4,0/22,6 0,3/0,6
média geométrica 8,0/65,8 7,8/65,8 9,2/41,5 0,4/0,6
CIM;o/ CFMs5 5,7/64,0 8,0/64,0 8,0/32,0 0,4/0,6
CIMg, / CFMy 16,0/128,0 16,0/128,0 16,0/64,0 0,5/0,7
CFM/CIM* 8,2 8.4 4.5 1,5

“ Razdo entre concentragdo fungicida minima (CFM) e concentragdo inibitoria minima (CIM) que determina atividade
fungicida (CFM/CIM<4) ou fungistatica (CFM/CIM>4) das drogas testadas.

Todas as amostras de Cryptococcus gattii foram sensiveis aos tratamentos com a
alilimina selecionada, sendo que suas CIMs variaram de 4 a 16 pg/mL. O complexo de 3H2
em [B-ciclodextrina (CD-3H) exibiu a mesma faixa de valores de CIM que a substancia pura.
No caso dos antifingicos, para o fluconazol foram encontradas CIMs de 4 a 32 pg/mL
enquanto a anfotericina B foi ativa com concentracdes bem menores (0,3 a 0,6 pg/mL).
Considerando-se os valores das médias geométricas de CIM e CFM das substancias testadas,
3H2, CD-3H e fluconazol apresentaram atividade fungistatica enquanto a anfotericina B

atividade fungicida.
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Tabela 8: Médias geométricas dos valores de concentragdo inibitoria minima (CIM) e concentragdo fungicida
minima (CFM) em pg/mL de 3H2, CD3H e dos antifungicos fluconazol (FCZ) e anfotericina B (AMB) contra
linhagens de Cryptococcus neoformans realizados em triplicata.

3H2 CD-3H Fluconazol  Anfotericina B
C. neoformans CIM / CFM (pug/mL)
ATCC 24067 2,0/2,0 2,0/2,0 5,7/64,0 0,125/0,5
ATCC 28957 2,0/2,0 2,0/2,0 1,4/32,0 0,125/0,5
ATCC 62066 4,0/16,0 4,0/4,0 8,0/16,0 0,125/0,125
H99 4,0/4,0 4,0/4,0 4,0/8,0 0,25/0,25
F10 4,0/8,0 4,0/4,0 4,0/16,0 0,125/0,5
RNO1 4,0/4,0 4,0/4,0 4,0/8,0 0,25/0,25
C31 2,0/2,0 2,0/2,0 2,0/4,0 0,5/1,0
Wp 4,0/4,0 4,0/8,0 8,0/64,0 0,5/1,0
5396 4,0/8,0 4,0/8,0 5,7/22,6 0,125/0,125
96806 4,0/32,0 4,0/32,0 45,3/64,0 0,125/0,125
27JF 4,0/16,0 4,0/16,0 4,0/64,0 0,5/1,0
28JF 2,0/4,0 2,0/4,0 5,7/22,6 0,5/0,5
média geométrica 3,2/5,7 3,2/5,0 5,2/22,6 0,2/0,4
CIM;o/ CFMs5 4,0/4,0 4,0/4,0 4,0/16,0 0,125/0,5
CIMg, / CFMy 4,0/16,0 4,0/16,0 8,0/64,0 0,5/1,0
CFM/CIM* 1,8 1,6 4,3 2

“ Razo entre concentragdo fungicida minima (CFM) e concentragdo inibitoria minima (CIM) que determina atividade
fungicida (CFM/CIM<4) ou fungistatica (CFM/CIM>4) das drogas testadas.

O composto 3H2 e seu complexo foram, igualmente, ativos contra amostras de C.
neoformans, com os valores de CIM entre 2 e 4 pg/mL e valores de CFM entre 4 ¢ 32 pg/mL.
Nesse caso todos os compostos testados apresentaram atividade fungicida contra as amostras
testadas, assim como a anfotericina B. No entanto, observou-se como na espécie anterior a

atividade fungistatica em fluconazol.

Como 3H2 e seu complexo CD-3H apresentaram in vitro o mesmo perfil de atividade
antifngica todos os demais ensaios foram realizados com a droga pura com excec¢ao dos

testes in vivo.

5.5.2 Avaliac¢ao da curva de morte

A influéncia dos tratamentos com a alilimina 3H2 na cinética de crescimento da
amostra de C. gattii L27/01 foi avaliada (FIGURA 20). O fungo foi colocado em contato com

a droga e aliquotas foram retiradas e plaqueadas em diferentes tempos (0, 6, 12, 24, 48, 72h) e
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as placas foram incubadas a 35°C e suas colonias contadas para se determinar a quantidade de

Unidades Formadoras de Colonias/mL (UFC/mL).
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Figura 20: Curva de morte da amostra de C. gattii L27/01 sem tratamento (controle) e tratada com o composto
3H2 nas concentracdes de 16,32 e 64 pg/mL avaliada nos tempos de 0, 6, 12, 24, 48 e 72h.

Como pode ser verificado no teste da curva de morte, o composto 3H2 nao foi capaz
de eliminar a populacdo fiingica nas condi¢des testadas. Este resultado corrobora os resultados
do teste de atividade fungicida/fungistatica evidenciando o carater fungistatico da alilimina
estudada. Embora nao tenha sido fungicida, no tempo de 72h o composto nas trés
concentracgoes testadas reduziu com diferenca estatistica a quantidade de células de C. gattii

(P<0,05).

5.5.3 Atividade do composto 3H2 em combina¢ao com os antifingicos fluconazol e
anfotericina B

A alilimina 3H2 foi testada em combinagdo com os antifngicos fluconazol e
anfotericina B. Seus valores médios do indice concentragdo inibitéria fraciondria (ICIF) foram
calculados (TABELA 9) e, a partir destes valores, sua interagdo com os antifingicos foi
classificada sendo sinérgica quando <0,5; indiferente quando 0,5<ICIF<4,0 e como

antagonista quando >4,0 (MUKHERIJEE et al., 2005).
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Tabela 9: Indice da concentragio inibitoria fracionaria (ICIF) e natureza da interagio entre o composto 3H2 e os
antifingicos fluconazol (FCZ) e anfotericina B (AMB). S, sinergismo (ICIF<0,5); I, indiferente (0,5<ICIF<4).

Combinagoes
Cryptococcus gattii 3H2 + FCZ 3H2 + AMB

ATCC 24065 1,2 (D) 0,5 (S)
ATCC 32608 2,0 (D 0,6 (D
135L/03 1,2 (D) 0,4 (S)
L28/02 1,2 (I) 0,8 (I
23/10993 1,3 (I) 0,9 ()
196L/03 1,2 (I) 0,6 ()
1913/ER 1,2 (D) 0,6 (D
547 OTTI 1,1 (D 0,5 (S)
L27/01 0,7 (D 0,8 (D
LMM 818 1,8 (I) 0,6 (I
L24/01 0,7 (I) 0,5 (S)
29/10893 1,2(1) 0,9 (I

O composto 3H2 foi indiferente para todas as amostras na combinagdo com o
fluconazol. Entretanto, na combinacdo com a anfotericina B esse apresentou atividade
sinérgica para 4 das 12 amostras testadas. Para verificar se estas interagdes eram dependentes
da quantidade de droga utilizada construiram-se tabelas de CIF em funcao da concentragao de

antifingico (TABELAS 10 e 11).

Tabela 10: Determinacédo do tipo de interacdo em func¢do da concentragdo de fluconazol

Concentragdo de FCZ (ug/mL)

0,125 0,25 0,5 1,0 20 40 80 16,0 32,0 64,0
Cryptococcus gattii CIF (ng/mL)
ATCC 24065 1,1 1,1 1,3 1,5
ATCC 32608 1,0 2,1 2,1 2,3 2,5
135L/03 1,1 1,1 1,3 1,5
L28/02 1,0 1,0 1,1 1,1 1,3 1,5
23/10993 1,1 1,3 1,5
196L/03 1,0 1,0 1,1 1,1 1,3 1,5
1913/ER 1,1 1,1 1,3 1,5
547 OTTI 0,5* 1,0 1,1 1,1 1,3 1,5
L27/01 0,5* 0,5* 0,6 0,6 0,8 1,0
LMM 818 2,0 2,0 2,1 2,1 1,3 1,5
L24/01 0,5 0,6 0,6 0,8 1,0
29/10893 1,1 1,1 1,3 1,5

Valores em negrito *Sinergismo
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Na combinagdo de 3H2 com o fluconazol, mesmo em diferentes concentragdes a
interacdo entre os dois foi, de maneira geral, indiferente. Somente para as amostras 547 OTTI

e L27/01 ¢ que se verificou sinergismo nas menores concentragcdes do antifiingico.

Ja na combinacgdo com a anfotericina B foi observada atividade sinérgica em diferentes
concentracdes do antifingico para varias amostras. A concentracdo de 0,25 ng/mL de AMB

se destaca, uma vez que apresentou sinergismo para todas as amostras testadas (TABELA 11).

Tabela 11: Determinacédo do tipo de interacdo em func¢do da concentragdo de anfotericina B

Concentragdo de AMB (ug/mL)
0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1,0 2,0 4,0 8,0 16,0

Cryptococcus gattii CIF (upg/mL)

ATCC 24065 0,6 0,4* 0,5% 0,5*

ATCC 32608 1,0 0,6 0,4* 0,3* 0,6
135L/03 0,3* 0,3* 0,4* 0,3* 0,5*
L.28/02 0,5*% 1,1 1,1 0,5* 0,6

23/10993 1,0 1,1 1,1 0,5* 0,6
196L/03 0,6 0,4* 0,5*% 0,5*% 1,0
1913/ER 1,0 0,6 0,4* 0,3* 0,6
547 OTTI 1,0 0,3*% 0,4* 0,3*% 0,5*
L27/01 1,0 1,1 1,1 0,4* 0,6
LMM 818 1,0 0,6 0,6 0,4* 0,6
L24/01 0,5*% 0,6 0,6 0,3* 0,6
29/10893 1,0 1,1 1,1 0,4*

Valores em negrito *Sinergismo

Com os valores médios das CIMs dos compostos combinados com fluconazol e
anfotericina B, construiram-se as curvas da atividade in vitro em combinacao das drogas

contra todos os isolados de C. gattii (FIGURAS 21 E 22).
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Figura 21: Atividade in vitro de 3H2 combinado com fluconazol contra linhagens de Cryptococcus gattii.
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Figura 22: Atividade in vitro de 3H2 combinado com anfotericina B contra linhagens de Cryptococcus gattii.

5.5.4 Ensaio do Sorbitol

Para investigar se a parede celular poderia ser um alvo de acdo do composto
3H2, determinou-se a concentragdo inibitéria minima através do teste da microdilui¢do em
caldo conforme descrito no item 4.3 utilizando-se o meio RPMI acrescido de sorbitol 0,8M. O
meio sem sorbitol foi utilizado como controle negativo. Foram testadas 12 amostras de
Cryptococcus gattii ¢ a leitura dos valores de CIM foi realizada trés e dez dias apds a

incubacao.
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A TABELA 12 exibe os valores de CIM para 3H2 em meio com e sem sorbitol em que se

pode observar que ndo houve diferenca na sensibilidade das leveduras nas diferentes

condicoes.

Tabela 12: Valores de concentragdo inibitéria minima (CIM) em upg/mL de 3H2 contra linhagens de

Cryptococcus gattii determinados pelo teste da microdiluicdo em caldo utilizando-se 0 meio RPMI com ¢ sem
0,8M de sorbitol.

CIM 3H2 (pg/mL)

3 dias 10 dias
Cryptococcus gattii s/ sorbitol ¢/ sorbitol s/ sorbitol ¢/ sorbitol
ATCC 24065 4 4 4 4
ATCC 32608 16 16 16 16
135L/03 16 8 16 8
1L.28/02 8 8 8 8
23/10993 4 4 4 4
196L/03 4 8 4 8
1913/ER 8 8 8 8
547 OTTI 8 8 8 8
L27/01 16 16 16 16
LMM 818 8 4 8
L24/01 16 8 16 8
29/10893 8 4 8

5.5.5 Avaliacido da producio de melanina

A alilimina 3H2 foi investigada quanto a sua capacidade de interferir na sintese da
melanina da amostra de C. gattii L27/01. Diferentes indculos da amostra foram adicionados
em placas de Petri contendo dgar meio minimo + L-dopa acrescido de 3H2 em diferentes
concentragdes. As placas foram visualizadas, diariamente, durante 10 dias, quanto a producao
de melanina (FIGURA 23). Na figura pode ser observada a diferenca de pigmentagao das

colonias do grupo controle (A) em realacdo aos grupos com a presenga de 3H2 no meio de
cultura (B) e (C).
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Figura 23: Avaliagdo da producdo de melanina pela amostra de Cryptococcus gattii 127/01 apos 10 dias de
cultivo em Agar meio minimo com L-dopa ImM sem tratamento (A) tratada com 3H2 nas concentragdes de
0,5xCIM (B) e CIM (C). Foram testados os inéculos de 10° (1); 10%(2) ¢ 10° (3) em duplicata.

5.5.6 Determinacio da atividade de lacase

Realizou-se o teste da oxidagdo do dcido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico) (ABTS) para verificar a agdo de 3H2 na atividade da enzima lacase. As células de
C. gattii 1L.27/01 depois de cultivadas em meio minimo foram tratadas com 3H2 0,5xCIM em
PBS adicionado de ABTS ImM e incubadas por duas horas a 30°C. Foram preparados
controles com o fungo sem tratamento e somente com o PBS com o reagente. Como controle
positivo foi utilizado uma soluc¢ao de lacase produzida comercialmente. As células depois de
centrifugadas e removidas tiveram as absorbancias de seus sobrenadantes detectadas em
espectrofotometro a 420 nm. A FIGURA 24 exibe os resultados de atividade de lacase da
amostra testada de C. gattii tratada com a alilimina estudada e também a influéncia de
diferentes concentragcdes de 3H2 na atividade de uma concentracao fixa da enzima produzida

comercialmente.
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Figura 24: A alilimina 3H2 reduz a atividade de lacase. A amostra de C. gattii L27/01 foi tratada com 3H2 na
concentragdo 0,5xCIM com redugdo significativa na atividade da enzima (A). A enzima produzida
comercialmente foi testada com diferentes concentragdes da alilimina (B). (***P<0,0001)

5.5.7 Potencial zeta de C. gattii tratado com 3H2

Para avaliar o efeito de 3H2 sobre a carga da célula de C. gattii avaliou-se o potencial
Zeta. Foram testadas diferentes concentragdes do composto em contato com uma suspensao
fungica contendo 1 x 10° UFC/mL que entdo foram analisadas no equipamento Zetasizer
Nano ZS90 (FIGURA 25). Foi verificado que a incubagdo de células da amostra de C. gattii
L27/01 nas concentragdes 8, 16 e 24ug/mL de 3H2 levou a uma redug¢do na carga da

superficie celular (P<0,0001).
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Figura 25: Potencial zeta determinado nas células de C. gattii tratadas com 3H2. (***P<0,0001)



75

5.5.8 Avaliacio do efeito do tratamento com 3H2 na capsula da amostra de
Cryptococcus gattii 1L.27/01

A amostra L.27/01 foi cultivada em placas de agar meio minimo contendo 3H2 na
concentracdo 0,5xCIM para que seu efeito sob a capsula fingica fosse avaliado. A amostra
cultivada em meio sem a droga foi considerada como controle negativo. Foram preparadas
laminas em tinta Nanquim que entdo foram visualizados em microscopio Optico e
fotografados para que o volume da cépsula, os didmetros da célula total (célula + cépsula) e
do corpo celular fossem medidos com o uso do software de morfometria image J NIH 1.48v.
Avaliaram-se tamanhos de célula e capsula de 30 leveduras em cada lamina e os volumes

foram calculados com a equacgdo de volume de esfera (FIGURA 26).
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Figura 26: Efeito do tratamento com 3H2 sobre a capsula da amostra de Cryptococcus gattii 1L.27/01. Volume
total da célula considerando capsula e corpo celular (A), volume da capsula (B) (** P<0,001).

O tratamento com 3H2 foi capaz de reduzir o volume total da célula devido a sua
redugdo significativa observada no volume de capsula (P<0,01). Com isso, o volume do corpo

celular ndo foi alterado com o tratamento com a alilimina.

5.5.9 Visualizacio das células de C. gattii tratadas com 3H2 pela microscopia eletronica
de varredura (MEY)

Para visualizar em microscopia eletronica de varredura (MEV) o efeito do tratamento com

3H2 nas células de C. gattii, a amostra L.27/01 foi cultivada em placas de 4gar meio minimo
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contendo a alilimina na concentragdo 0,5xCIM por 48h a 37°C. As células depois de
centrifugadas foram aplicadas em laminulas de poli-L-lisina, fixadas e lavadas com os
tampodes adequados. Por fim as preparacdes foram processadas pela desidratacdo seriada em
etanol, foi obtido o ponto critico e a metalizagdo com ouro. O material foi entdo visualizado

no microscopio eletronico de varredura - Quanta 200- FEG- FEI operado a 15Kv.

A visualizagdo pela MEV revelou que as leveduras cultivadas no meio contendo 0,5x
CIM de 3H2 apresentaram diferentes morfologias comparadas com as células crescidas no
meio sem droga (FIGURA 27). No grupo sem tratamento observaram-se células tipicas
cobertas com uma rede densa de fibras capsulares soltas (FIGURA 27A-C). As fibras
capsulares das células cultivadas com 3H2, quando presentes, aparentavam ser mais curtas, €

mais aderidas a superficie celular (FIGURA 27D-F).

Figura 27: Microscopia eletronica de varredura das células de C. gattii L27/01. As células foram cultivadas em
meio minimo (A, B ¢ C) e meio minimo acrescido de 0,5xCIM de 3H2 (D,E e F). As barras de escala
representam Sum nas figuras A, B, e D; e 10 pm nas figuras C, E e F.
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5.5.10 Avaliacio da atividade in vivo de 3H2 e seu complexo em B-ciclodextrina (CD-
3H) em modelo de infec¢io pulmonar causada por Cryptococcus gattii

5.5.10.1 Curvas de sobrevida

Todos os animais foram infectados via intratraqueal com um inéculo contendo 10*
c¢lulas da amostra de C. gattii L27/01. Foi inicialmente determinada uma curva de sobrevida
dos animais infectados, tratados com 3H2 nas doses de 30, 50, 100 e 150 mg/kg, para se
definir a dose mais efetiva da alilimina (FIGURA 28).
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Figura 28:Curva de sobrevivéncia dos camundongos C57BL/6 infectados intratraquealmente (10* células) e
tratados com 3H2 em diferentes doses, além do controle nao tratado (NT). Foram também realizados controles
nao infectados e tratados com a alilimina. (P>0,05)

Nenhuma das doses testadas de 3H2 foi capaz de prolongar a sobrevida dos animais
infectados com C. gattii L27/01 em relagdo ao grupo sem tratamento. Assim, pretendeu-se
avaliar a atividade de 3H2 associada com os agentes antifungicos fluconazol (FIGURA 29) e
anfotericina B (FIGURA 30). Como nenhuma dose foi efetiva selecionou-se a menor dose

testada (30mg/kg) para ser avaliada na terapia combinada.

Os animais tratados com fluconazol (FCZ) 10mg/kg e a associacdo 3H2 30mg/kg +
FCZ 10 mg/kg sobreviveram, igualmente, em média 27 dias enquanto os ndo tratados
sobreviveram aproximadamente 20 dias (P<0,001 ). A alilimina associada com fluconazol,
portanto, ndo foi capaz de aumentar o tempo de vida dos animais infectados em relagdo ao

tratamento com fluconazol individualmente. O grupo tratado com dose mais baixa de
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fluconazol (1mg/kg) e sua associagdo com 3H2 apresentaram a mesma sobrevida que o grupo

sem tratamento, em torno de 20 dias (FIGURA 29).
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Figura 29: Sobrevida dos animais infectados com C. gattii 1L.27/01 sem tratamento (NT) e tratados com 3H2
30mg/kg, fluconazol (FCZ) nas doses de 1 e 10mg/kg e associagdes com 3H2 30mg/kg. (*P<0,05; ** P<0,001
em comparacao com o grupo NT).
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Figura 30: Sobrevida dos animais infectados com C. gattii L27/01 sem tratamento (NT) e tratados com 3H2
30mg/kg, anfotericina B (AMB) nas doses de 0,3 e 0,5mg/kg e associacdes com 3H2 30mg/kg. Os simbolos
representam diferengas estatisticas entre os diferentes grupos (¥*P<0,05; ***P<0,0001 — diferengas com o grupo
NT), (** P<0,0001 - diferenca com anfotericina B 0,5mg/kg).

O tratamento com anfotericina B (AMB) 0,3mg/kg levou a um discreto aumento da
sobrevida dos animais infectados com C. gattii sendo seu tempo médio de sobrevida de

aproximadamente 22 dias, enquanto o grupo ndo tratado sobreviveu por cerca de 19 dias
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(P<0,05). No entanto, a associacdo de AMB 0,3 mg/kg com 3H2 30 mg/kg apresentou o
mesmo perfil quando comparado com o antifungico em monoterapia. O aumento da dose de
AMB para 0,5mg/kg eleva significativamente o tempo de sobrevivéncia dos animais passando
de 19 dias (grupo nao tratado) para 26 dias (P<0,001). Contudo, quando o antifiingico nessa
dose foi associado com 3H2 30mg/kg foi observada a sobrevivéncia dos animais durante todo
o tempo de duragdo do experimento, sendo esse grupo tratado por 100 dias e monitorado por

mais 30 dias ap0s a interrupcao do tratamento (P<0,001) (FIGURA 30).

Nesse contexto, considerando-se a dose estabelecida de 3H2 como 30mg/kg, testou-se,
nessa mesma dose, seu complexo de inclusao em B-ciclodextrina (CD-3H) individualmente e

associado com AMB 0,5mg/kg (FIGURA 31).
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Figura 31: Sobrevida dos animais infectados com C. gattii L27/01 sem tratamento (NT) e tratados com
anfotericina B (AMB) nas dose de 0,5mg/kg e associada com o complexo de inclusdo de 3H2 em B-ciclodextrina
(CD-3H) 30mg/kg. (*P<0,05; ***P<(0,0001 — diferengas com o grupo NT), (*** P<0,0001 - diferenga com
anfotericina B 0,5mg/kg).

Observou-se o mesmo perfil de sobrevida verificado no tratamento com 3H2 puro,
sendo a droga em monoterapia incapaz de prolongar a sobrevida dos animais enquanto sua
associacao com AMB leva a sobrevivéncia dos animais também até os 100 dias de tratamento

e mais 30 dias em que o grupo foi monitorado (P<0,001) (FIGURA 31).

Dados os resultados de curva de sobrevida pretendeu-se analisar a carga fingica dos
animais infectados com C. gattii e tratados com 3H2 e CD-3H e suas associacdes com

Anfotericina B.
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5.5.10.2 Determinacio da carga fungica

Apos o processo de infecgdo intratraqueal com 10* células de C. gattii L27/010s
animais, sendo seis por grupo, passaram a ser tratados e monitorados diariamente. Baseando-
se nos resultados de curva de sobrevida dois pontos de corte foram estabelecidos para o
sacrificio dos animais para a determinagdo da carga fingica. A primeira eutanasia foi de 15
dias pos- infeccdo (p.i.) para todos os grupos [NT, AMB(0,5mg/kg), 3H2(30mg/kg), CD-
3H(30mg/kg), 3H2(30mg/kg) + AMB(0,5mg/kg) e CD-3H(30mg/kg) + AMB(0,5mg/kg)] ¢ a
segunda foi de 30 dias p.i. somente para os grupos de 3H2 e seu complexo associados com
AMB pois esses foram os grupos em que os animais sobreviveram por mais tempo. Além
disso, aqueles animais que, na curva de sobrevida, foram tratados até¢ 100 dias também foram

eutanasiados apos 30 dias da interrupcao do tratamento.

Os animais foram anestesiados e sacrificados por deslocamento cervical e seus
pulmdes e cérebro foram removidos assepticamente, homogeneizados e plaqueados em Agar
Sabouraud com cloranfenicol para a contagem das coldnias recuperadas e determinagdo da
quantidade de UFC/g em cada 6rgdo. A FIGURA 32 exibe os resultados obtidos de carga

fingica nos pulmdes e no cérebro 15 dias apos a infec¢ao com C. gattii.
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Figura 32: Carga fungica nos pulmoes e cérebro dos animais infectados com C. gattii sem tratamento (NT) e
tratados com Anfotericina B (AMB), 3H2, CD-3H ¢ suas associacdes com AMB por 15dias. Os simbolos
representam diferengas estatisticas entre os diferentes grupos. (** P<0,001; ** P<0,0001 - diferengas com
anfotericina B), (*P<0,05; ** P<0,001; P<0,0001 — diferengas com o grupo NT), (# P<0,05 ##; P<0,001 —
diferencas com o grupo 3H2), (& P<0,05 — diferenga com o grupo CD-3H).
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Nos pulmdes quase todos os regimes em monoterapia ndo foram eficazes na reducdo
da carga fingica comparados com o grupo sem tratamento (NT), com exce¢do do grupo CD-
3H (P<0,05). Quando se observam as associagdes percebe-se uma redugao significativa na
carga fungica pulmonar para 3H2 + AMB (P<0,001) e CD-3H + AMB (P<0,0001), entretanto
sem diferenca entre esses grupos. Os grupos associados com AMB (P<0,0001) e, inclusive, o
complexo de 3H2 (CD-3H) (P<0,001) apresentaram diferengas comparados com o
antifngico sozinho. Comparando-se a alilimina pura e seu complexo, o ultimo foi capaz de
reduzir a carga fungica pulmonar (P<0,001). No cérebro foi verificada a redugdao da carga
fingica com todos os tratamentos tanto em monoterapia quanto quando associados
(P<0,0001). Os grupos associados com AMB obtiveram melhores resultados que somente

3H2 ou CD-3H (P<0,05) (FIGURA 32).
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Figura 33: Carga fingica nos pulmdes e cérebro dos animais infectados com C. gattii e tratados com 3H2 e CD-
3H associadas com AMB, sacrificados 30 dias pos-infecgao.

Apo6s 30 dias de infecgdo os animais dos grupos 3H2+AMB e CD-3H + AMB foram
sacrificados e suas cargas fungicas dos pulmdes e cérebro foram determinadas (FIGURA 33).
Pode-se observar que, embora os tratamentos associando-se 3H2 e seu complexo em [-
ciclodextrina (CD-3H) com anfotericina B sejam capazes de prolongar a sobrevida dos
animais infectados com C. gattii L.27/01, esses ndo conseguem eliminar, completamente, nos
pulmdes e cérebro a presenca da levedura. Nao houve diferenga estatisticamente significativa

entre os grupos avaliados.
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Os animais que foram tratados durante 100 dias foram monitorados por mais 30 dias

sem tratamento até que foram sacrificados e tiveram a carga fungica de seus pulmodes e

cérebro determinada (FIGURA 34).
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Figura 34: Carga fungica em UFC/g determinada nos pulmdes e cérebro dos animais infectados com C. gattii
L27/01, tratados com 3H2 e CD-3H associadas com AMB durante 100 dias e sacrificados 30 dias apds a

interrupg¢ao do tratamento.

Depois de 100 dias de tratamento ainda foi possivel detectar leveduras nos 6rgaos
analisados, entretanto em grau bem menor em relacdo a carga flingica dos animais
sacrificados apos 30 dias de infeccdo. Também nao foi verificada diferenca estatistica entre

os grupos 3H2 + AMB e CD-3H + AMB (FIGURA 34).

5.5.11 Analise comportamental dos animais infectados com C. gattii e tratados com 3H2,
CD-3H e anfotericina B

O protocolo SHIRPA foi aplicado para se avaliar o comportamento animal diante da
infeccdo por C. gattii e o efeito dos tratamentos com 3H2, CD-3H e anfotericina B (AMB) em

monoterapia, bem como as associacoes 3H2 + AMB e CD-3H + AMB. Nesse teste sdao

avaliados reflexos sensoriais, estado neuropsiquiatrico, fungdes motoras e autonomas, € peso

corporal dos animais.
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Figura 35: Teste SHIRPA avaliando o comportamento animal a cada dois dias apos a infec¢do com C. gattii e
com duragdo de 45 dias realizado com os grupos Nao infectado (NI), Nao tratado (NT), anfotericina B (AMB),
3H2 e seu complexo em B-ciclodextrina (CD-3H) e suas associa¢cdes com AMB: 3H2 + AMB ¢ CD-3H + AMB.
Os simbolos representam diferengas estatisticas entre os diferentes grupos. (“ P<0,05; “ P<0,001; ““ P<0,0001 -
diferencas com anfotericina B), (*P<0,05; ** P<0,001; ***P<0,0001 — diferengas com o grupo NT), (b P<0,05;
bb P<0,001 — diferenga com o grupo 3H2); ( ¢ P<0,05; ccc P<0,0001 — diferenca com o grupo 3H2 + AMB) (d

P<0,05; dd P<0,001- diferenga com o grupo CD-3H).
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O teste foi realizado a cada dois dias ap6s a infec¢do com C. gattii e teve a duragdo de
45 dias. Os parametros individuais avaliados foram entdo agrupados em cinco dominios
funcionais (estado neuropsiquidtrico; comportamento motor; fun¢do autobnoma; tonus
muscular e forca, e reflexo e fungdo sensorial) e foi determinado um escore geral para cada
dominio (FIGURA 35). Os escores foram analisados por ANOVA com pos-teste de Newman-
Keuls e foram consideradas as diferencas entre o grupo nao tratado NT(*), AMB (a), 3H2(b),
3H2 + AMB (c¢) e CD-3H (d).

Nao foram observadas diferencas entre os grupos na andlise de reflexo e funcao
sensorial. No entanto, com relagdo ao estado neuropsiquiatrico o tratamento com AMB levou
a uma redugdo do escore em relacdo ao grupo sem tratamento (P<0,0001). Os animais
tratados em monoterapia com CD-3H apresentaram melhora significativa neste dominio
quando comparados aos animais tratados somente com 3H2 (P<0,001). Nessa andlise o
estado neuropsiquidtrico dos animais tratados com a associagdo CD-3H + AMB foi
significativamente melhor do que daqueles tratados com associagdo entre 3H2 ¢ AMB

(P<0,0001).

Houve melhora no comportamento motor dos animais tratados com 3H2 , 3H2 +
AMB, CD-3H e CD-3H + AMB em relacdo aqueles tratados somente com AMB (P<0,0001).
Comparando-se as associacdes com anfotericina B, verificou-se uma melhora nesse dominio

quando se utilizou na combinag¢ado a forma complexada em B-ciclodextrina (P<0,0001).

Somente a funcdo autonoma dos animais nao tratados e tratados com AMB foi
reduzida comparando-se com os animais nao infectados. Verificou-se melhora significativa no
tonus muscular dos animais tratados com a associacdo de AMB com CD-3H e com 3H2,

quando comparados aqueles ndo tratados ou tratados somente com AMB (P<0,001).

Na manutencdo do peso corporal dos animais também se observou que as
combinagdes foram mais efetivas que as monoterapias empregadas (P<0,05). Os animais
tratados com CD-3H + AMB (P<0,001) e 3H2 + AMB (P<0,5) apresentaram a melhor média
de peso corporal comparando-se com aqueles ndo tratados ou tratados com anfotericina B

(FIGURA 35).
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6 DISCUSSAO

6.1 Determinacio da concentracao inibitoria minima (CIM) de 22 aliliminas
contra amostras de Cryptococcus spp.

Alguns estudos tém sido feitos quanto ao potencial antifungico de aliliminas. Manrao
e colaboradores (2007) avaliaram diversas aliliminas variando seus grupos substituintes
(metila, cloro, nitro e hidroxi) nas posi¢des orto, meta € para no anel proveniente da amina,
contra fungos fitopatdégenos. Halli e Sumathi (2012) verificaram a atividade antimicrobiana de
algumas aliliminas e seus complexos metalicos contendo cobalto, niquel, cobre, cadmio, zinco
e mercurio contra as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Salmonella typhi e os fungos Aspergillus niger, A. flavus, Cladosporium oxosporium e
Candida albicans. Esses autores comprovaram que os complexos de cadmio, zinco e mercurio

apresentaram elevada atividade antifungica.

As aliliminas sdo estruturalmente relacionadas as aminas derivadas do cinamaldeido.
Singh e Mathela (2014) avaliaram a atividade antibacteriana de 10 aminas dessa classe que
foram ativas, pelo método da difusdo em &agar e pela microdiluicdo em caldo, contra as
espécies Gram positivas: B. subtilis, S. aureus e S. epidermidis e as Gram negativas: E. coli e
Pseudomonas aeruginosa. Complexos metalicos de bases de Schiff derivadas do
cinamaldeido contendo ferro, cobre, cério e gadolinio também foram avaliados quanto a
atividade antimicrobiana contra as mesmas bactérias do estudo anterior, além dos fungos A.

niger ¢ C. albicans (UBANI et al.,2015).

Nosso grupo de pesquisa ja havia descrito a atividade anti-criptocococica de duas
aliliminas (3D5 e 3D7) (MAGALHAES, 2012). O presente trabalho avaliou a atividade de 22
aliliminas contra amostras de Cryptococcus spp. € os resultados obtidos foram bastante
diversificados. As aliliminas testadas diferem entre si pelos seus ligantes e posigdes destes no
anel proveniente da amina de partida (A) e no anel proveniente do aldeido de partida (B). A
FIGURA 36 exibe a estrutura geral dos compostos testados, que corresponde a alilimina 3G2,

e seus diferentes anéis aromaticos.
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Figura 36: Estrutural basica das aliliminas investigadas neste estudo

Os diferentes grupos nitro, fluor, metoxila, trifluorometil, ciano, tiometil e
dimetilamino foram introduzidos em diferentes posi¢des nos anéis A e B, e, provavelmente,
este fato foi determinante na presenga ou nao de atividade antifungica nesses compostos. Os
compostos mais ativos foram 3D7, 3H2, 3H10, 312, 313 e 3I5. As moléculas de 3H10, 312,
313 e 3I5 possuem em comum o grupo nitro na posicdo para do anel A e esse ligante pode
estar relacionado com a atividade antifingica desses compostos. As aliliminas 3D7, 3H2 e 315
apresentam como caracteristica em comum o grupo hidroxila na posi¢ao orto do anel B. Silva
e colaboradores (2011) avaliando a atividade antifungica de aril-aldiminas verificaram que a
presenca do grupo hidroxila nessa posicao foi fundamental na atividade antifingica dos
compostos estudados (SILVA,. et al., 2011). Em outro estudo de nosso grupo de pesquisa,
comprovou-se a atividade anti criptococdcia in vitro de hidroxialdiminas sendo todas com o
grupo hidroxila no anel proveniente da amina de partida na posicdo orto (MAGALHAES et
al.,2013).

A partir desta triagem inicial com as 22 aliliminas, os compostos mais ativos (3D7,

3H2, 3H10, 312, 313 e 31I5) foram selecionados para posteriores estudos.

6.2 Determinacao da concentracao inibitéria minima contra fungos e bactérias
de importancia clinica

As infec¢des fungicas invasivas (IFI) aumentaram significativamente devido ao
crescimento da populacdo de risco. Aspergillus e Candida spp. sdo o principais micro-
organismos isolados com maior frequéncia a partir de pacientes imunocomprometidos,
seguidos por Cryptococcus spp., Fusarium spp., zigomicetos e fungos deméaceos (PFALLER

e DIEKEMA, 2004; BADIEE e HASHEMIZADEH, 2014).
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Assim, os compostos mais ativos foram avaliados quanto a concentra¢do inibitoria
minima também contra amostras de Candida spp. e Aspergillus spp. Comparando-se com 0s
resultados do antifungico fluconazol, para as amostras de Candida spp. ndo foram obtidos
valores satisfatorios de concentracao inibitoria minima com relagao as aliliminas. No entanto,
as amostras de Aspergillus spp. testadas foram sensiveis ao tratamento com as aliliminas
selecionadas, embora tenham sido valores de CIM mais clevados em relagdo aos de

Anfotericina B.

As aliliminas foram também avaliadas contra uma amostra de referéncia e 11 amostras
clinicas de Fonsecaea pedrosoi. Todas as amostras foram sensiveis aos tratamentos. Os
compostos 3H2 e 3I5 se destacaram com menores valores médios de CIM - 21,4 ¢ 17,0

png/mL, respectivamente.

O fungo deméaceo Fonsecaea pedrosoi ¢ um dos agentes da cromoblastomicose, uma
infeccdo fungica de tratamento extremamente dificil, sendo pouco responsiva as intervengdes
terapéuticas. A anfotericina B ¢ utilizada em seu tratamento, porém a func¢do renal do paciente
deve ser monitorizada devido a sua nefrotoxicidade (DABOIT et al.,, 2013). Assim, os
compostos testados, por apresentarem atividade contra Fonsecaea pedrosoi poderdo vir a

serem alternativas possiveis na terapia dessa infeccao fungica.

As aliliminas selecionadas também foram avaliadas quanto a sua atividade
antibacteriana. Em geral as substancias ndo foram ativas contra as bactérias testadas, exceto
para a amostra de S. aureus que foi sensivel a 3H2 e 3I5 com CIMs de 8 ¢ 2 ug/mL,
respectivamente. As varias diferengas entre a célula fingica (eucariota) ¢ a bacteriana
(procariota) poderiam explicar o fato de os compostos estudados ndo serem tdo ativos contra
as espécies bacterianas testadas. Assim, esse fato demonstra a especificidade das aliliminas

pela célula fingica em relagdo a célula bacteriana.

6.3 Citotoxicidade dos compostos

Antes de qualquer investigagdo de atividade biologica de uma nova molécula ¢é
importante a realiza¢gdo de ensaios de citotoxicidade. A determinacdo da viabilidade e
proliferagdo celular sao ferramentas amplamente utilizadas em testes de toxicidade (NEDEL

et al., 2009).
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O uso de eritrécitos representa um bom modelo para se avaliar a citotoxicidade de
moléculas orgénicas e inorganicas, naturais ou sintéticas, pela medida do dano celular
(PAGANO e FAGGIO, 2015). A hemdlise ocorre com a lise ou ruptura da membrana
eritrocitica levando a liberagdo de hemoglobina no plasma. A detec¢do da taxa de hemolise
causada por um agente externo constitui uma boa alternativa na avaliagcdo de toxicidade de

uma nova molécula (ROTHER et al.,2005)

Os percentuais de hemolise das aliliminas 3D7, 3H2, 3H10, 312, 313 e 3I5 foram
avaliados e considerou-se o composto como nao toxico quando seu valor de hemolise fosse
inferior a 10% (FISCHER et al., 2003). Nenhum dos compostos testados apresentou
percentual de hemolise superior a 10% sendo que os maiores valores observados foram em
média de 4 a 6%, nas maiores concentragdes de 313 e 3HI10, respectivamente. Conhecer o
potencial hemolitico no desenvolvimento de uma droga ¢ importante para a garantia futura da

seguranca no tratamento do paciente.

Ensaios de viabilidade também siao muito uteis na toxicologia evidenciando-se a
resposta celular a um agente, dando informacdes sobre morte celular, sobrevivéncia e
atividade metabolica (ASHARANI et al., 2009). O ensaio do MTT ¢é um ensaio colorimétrico
sensivel, quantitativo e confidvel que mede a viabilidade, proliferacdo e ativagdo de células. O
ensaio baseia-se na capacidade da enzima desidrogenase mitocondrial celular em células vivas
reduzir o substrato amarelo soluvel em agua (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-i1]-2,5-
difeniltetrazélio) (MTT) a um produto de formazana azul escuro que ¢ insoliivel em agua. A
quantidade de formazana produzida ¢ diretamente proporcional ao niimero de células vidveis

(VEGA-AVILA e PUGSLEY,2011).

As seis aliliminas selecionadas tiveram seus valores de ICsg e TGI determinados
através do ensaio do MTT. O valor de ICsy representa a concentragdo da droga que inibiu 50%
do crescimento celular, enquanto o valor de TGI representa a concentracdo que foi capaz de
inibir totalmente este crescimento. Foram testadas duas linhagens de células normais MRC-5
(pulmao) e Hek-293 (rim). A partir dos resultados de TGI dos compostos para as duas
linhagens celulares e de seus valores de médios de CIM para amostras de C. neoformans e C.
gattii calculou-se o valor do indice de seletividade (IS) de cada alilimina. O indice de
seletividade pode indicar a afinidade de um composto pelo patdgeno em relagcdo a uma célula
normal do hospedeiro, indicando assim o potencial uso clinico de uma droga. Quanto maior

for o IS de uma substancia, mais seguro ele ¢. Consideram-se compostos que apresentem
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valores de IS iguais ou superiores a 10 como bons candidatos para estudos in vivo
(MAGALHAES et al.,2013). As aliliminas 312, 313 e 3H10 apresentaram valores de IS
inferiores a 10, ao contrario de 3H2, 3D7e 3I5. As duas ultimas, inclusive, se destacaram com
valores de IS maiores que 100. Assim, os compostos 3D7, 3H2 e 315 foram selecionados para

o teste de genotoxicidade através do ensaio do cometa.

Os testes de genotoxicidade sdo utilizados para identificar candidatos a medicamentos
potencialmente perigosos (AHUJA e SHARMA, 2014). O ensaio do cometa esta ganhando
cada vez mais importancia nos testes de genotoxicidade. E um método simples, rapido, barato,
flexivel e sensivel para detectar danos no DNA (PING et al., 2013). Esse ensaio baseia-se em
uma eletroforese de células em uma matriz de agarose, apds a lise celular e desenrolamento
do DNA. No campo elétrico, o DNA migra em dire¢do ao anodo que conduz a uma taxa de
migracdo mais elevada para menores fragmentos de DNA. Apoés a coloragdo com
fluorescéncia, as células com DNA fragmentado aparecem na forma de um ‘“cometa",
consistindo na “cabeca de um cometa",que representa o contetdo de DNA sem danos do
nicleo e os fragmentos resultantes do DNA danificado aparecem formando a “cauda do

cometa" (RITTER e KNEBEL, 2009).

No ensaio do cometa os compostos selecionados foram testados na ICsy determinada
no teste de citotoxicidade contra células da linhagem renal (Hek-293). Nessa analise foi
considerada a extensdo da cauda formada, sendo os nucleodides classificados de 0 a 4 de
acordo com o comprimento da cauda. Os nucledides classificados como de classe 1 e 2
representam nucledides com fragmentacdo moderada e aqueles classificados como de classes
3 e 4 representam fragmentagao intensa. Dessa forma, analisaram-se a porcentagem de cada
tipo de dano e o indice de danos causados pelo tratamento das células com os compostos
estudados. A maioria dos danos observados nos compostos foi do tipo 0, sem dano. O indice
de danos no DNA analisado nos compostos ndo apresentou diferenga estatistica em relagdo ao
controle (P>0,05). Portanto, esses testes demonstraram a baixa toxicidade in vitro das
aliliminas estudadas. A alilimina 3H2, por ter apresentado o menor indice de danos ao DNA,

foi a selecionada para o inicio dos testes in vivo.
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6.4 Determinacio da atividade anti-criptococdcica do composto 3H2

6.4.1 Determinacao da concentracio inibitéoria minima (CIM) e concentraciao
fungicida minima (CFM) contra 12 amostras de Cryptococcus gattii e C.
neoformans

A meningite criptocdcica, causada principalmente por Cryptococcus neoformans e C.
gattii, ¢ uma infec¢do fungica grave que afeta individuos higidos e imunocomprometidos
(ANTINORI, 2013). A espécie de C. neoformans ¢ a mais frequentemente isolada em todo o
mundo (COGLIATI et al.,2013). Ademais, as infec¢des causadas por C. gattii incluem uma
taxa mais elevada de lesdes de massa cerebral, sdo mais refratarias a terapia antifingica, mais
agressivas, levando a um tempo de tratamento mais prolongado (CHAN et al.,2014). Dessa
forma, a busca por novos agentes antifungicos que sejam ativos contra esses patdgenos ¢ de

grande relevancia.

A alilimina 3H2 e seu complexo em -ciclodextrina (CD-3H) foram ativas contra
todas as amostras de C. gattii testadas. Seus valores médios de CIMs foram comparaveis ao
do antifungico fluconazol. Além disso, de acordo com os valores de CIM e de CFM obtidos,
os compostos estudados apresentaram natureza fungistatica. O mesmo foi observado para o

fuconazol que ja é, comprovadamente, de efeito fungistatico (VENSEL, 2002).

Embora mais pesquisas sejam necessarias, considera-se que para pacientes gravemente
imunocomprometidos, um agente fungicida seja preferivel a um agente fungistatico.
Entretanto, a comprovacdo do efeito fungistatico de uma droga in vitro nao define sua
atividade in vivo, em que o sistema imune age em combinagdo com o antifungico para a

eliminacdo do patdgeno (GRAYBILL et al., 1997).

Quando analisadas as amostras de C. neoformans tratadas com 3H2 e CD-3H
verificaram-se menores faixas de CIMs (2-4pg/mL) e CFMs (2-32pg/mL), além da atividade
fungicida desses compostos contra essas amostras. Varios autores relatam que isolados de C.
gattii s30 menos sensiveis ao tratamento antifungico (KHAN et al.,2009; MATOS et al.,2012;
GUTCH et al., 2015) e isso explicaria as diferengas de CIMs e CFMs do compostos estudados

diante das diferentes espécies.
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Nao foi verificada diferenca na atividade antifingica do composto 3H2 comparado
com sua forma encapsulada em B-ciclodextrina (CD-3H). Esse fato indica que a incorporacao
da molécula dentro da cavidade da ciclodextrina ndo impediu sua acdo in vitro, sendo liberada
para o meio aquoso. Tang e colaboradores (2016) obtiveram a mesma conclusdo testando o
complexo de inclusdo do antifingico posaconazol em hidroxipropil-p-ciclodextrina em que
manteve-se a atividade antifingica com aumento na solubilidade da droga. Tebuconazol
complexado com B-ciclodextrina (B-CD) também manteve seu potencial antifingico quando
testado contra Aspergillus fumigatus (STEPNIAK et al.,2015). Complexos do antiviral
ribavirina em a e B-ciclodextrina aumentaram sua atividade in vitro contra o virus do sarampo
em comparagdo com a droga ndo complexada (GRANCHER et al.,2004). O complexo de
inclusdo de clorexidina em B-CD reduziu quatro vezes o valor de concentracdo inibitdria
minima contra C. albicans em relacdo a substancia sozinha (TEIXEIRA et al.,2012). Por
outro lado, Kfoury e colaboradores (2016) avaliando a solubilidade e atividade antifiungica de
fenilpropanoides encapsulados em ciclodextrinas, verificaram que, embora a solubilidade dos
complexos tenha melhorado, houve uma piora no teste de germinacao de esporos de Fusarium
oxysporum em comparacao com a forma ndo complexada. Nesse caso, os autores justificaram
que a ciclodextrina poderia ter agido como fonte de carboidrato necessario na germinagao de

CSporos.

6.4.2 Avaliacao da curva de morte

O teste da curva de morte visou avaliar o efeito do composto 3H2, comparado com o
controle ndo tratado, sobre a cinética de crescimento da amostra de C. gattii L27/01. O
composto 3H2 leva a uma redugdo da populagdo microbiana ao decorrer do tempo € em
concentragcdes maiores, porém nao o suficiente para sua total eliminagdo (FIGURA 20). Este
resultado comprova o carater fungistatico do composto testado. Os resultados obtidos nesse
teste para esse composto assemelham-se ao padrdo de curva de morte observado nos
antifingicos fungistaticos azolicos como fluconazol, itraconazol e voriconazol contra
amostras de Cryptococcus neoformans (KLEPSER et al., 1997; 2000; BURGESS et al.,
2000).
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6.4.3 Atividade dos compostos em combina¢io com os antifungicos fluconazol e
anfotericina B

A combinagdo de antifungicos ¢ a terapia padrdo na meningitie criptococdcica e tem
sido cada vez mais utilizada na aspergilose e em infecgdes causadas por outros fungos
oportunistas (KONTOYIANNIS e LEWIS, 2004). Essa ferramenta tem sido utilizada para
contornar a emergéncia de fungos resistentes e os efeitos colaterais graves dos atuais

antifingicos disponiveis (PARAMYTHIOTOU et al., 2014).

E possivel classificar as interagdes entre os medicamentos em trés tipos distintos:
sinergismo, indiferenca, e antagonismo (KONTOYIANNIS e LEWIS, 2004). A interagdo
definida como antagonista ocorre quando os efeitos resultantes no tratamento combinado
forem menores do que o que seria esperado com uma droga unica. Quando os efeitos
resultantes da combinacdo ndo tiverem diferenca entre o tratamento com as drogas
individualmente, a interagdo ¢ classificada como indiferente. O antagonismo entre dois ou
mais farmacos pode ocorrer devido a concorréncia para se alcangar o mesmo alvo, enquanto
na interagdo indiferente os medicamentos em combinag¢do ndo tém efeito negativo sobre a
resposta terapéutica (MUKHERJEE et al.,2005, SANTOS et al., 2012). O sinergismo ocorre
quando os efeitos do tratamento combinando-se os medicamentos sdo maiores que quando

utiliza-se uma tnica droga.

Viarios modelos podem explicar o efeito sinérgico entre drogas. O modelo de alvo em
comum propde que duas drogas atuem em sitios diferentes de um mesmo alvo. No modelo de
inibicdo paralela dois farmacos atuariam em vias paralelas essenciais para um resultado
comum observado. Por fim, o modelo da biodisponibilidade propde que uma droga
aumentaria a disponibilidade da outra nas células (ZIMMERMANN et al., 2007; CHEN et al.,
2014b).

Neste estudo o composto 3H2 foi avaliado em combinagcdo com os antifingicos
fluconazol e anfotericina B contra amostras clinicas e de referéncia de Cryptococcus gattii.
Verificou-se que a interacdo do composto com o fluconazol foi classificada como indiferente
para todas as amostras testadas. A interagdo sinérgica entre essas duas drogas s6 foi observada
para duas amostras em baixas concentracdes de fluconazol. Quando avaliada a interacao da
alilimina com a anfotericina B a atividade sinérgica foi observada em um terco das amostras

testadas, sendo indiferente para as demais. Essa interagdo foi concentragdo-dependente e
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verificou-se o sinergismo em todas as amostras testadas na concentragdo de 0,25 pg/mL de
anfotericina B. Os resultados da interacdo de 3H2 com esse antifungico direcionam e

justificam os testes in vivo do modelo murino de criptococose.

A associacao de anfotericina B com 5-flucitosina ¢ o melhor exemplo da associagdo de
dois antifingicos com efeito sinérgico comprovado in vitro e in vivo e que, inclusive na
clinica, ¢ a terapia indicada no tratamento da criptococose (MEDOFF et al., 1971;
SCHWARZ et al.,2006; PERFECT et al., 2010). Santos e colaboradores (2012) verificaram
que a intera¢do entre fluconazol e anfotericina B in vitro contra amostras de Cryptococcus
gattii ¢ dose dependente podendo variar de sinérgica a antagonica, sendo que altas doses do

azolico podem comprometer o tratamento em combinacgao.

6.4.4 Ensaio do Sorbitol

A primeira estrutura determinante da resisténcia dos fungos aos estresses ambientais ¢
a parede celular. A arquitetura geral da parede celular ¢ conservada em todas as espécies de
fungos e essencialmente consiste de uma estrutura de polimeros, incluindo quitina, glucanas e

manana/galactomanana (DICHTL et al.,2016).

Considerando uma possivel interferéncia da alilimina na parede da célula fungica, foi
realizado o ensaio de protecao do sorbitol. Neste teste, na presenca de inibidores de parede
celular, as células protegidas pelo sorbitol conseguem crescer, enquanto que na auséncia do
sorbitol seu crescimento ¢ inibido. Este efeito ¢ detectado por um aumento nos valores de
CIM obtidos com sorbitol em comparacdo com os valores de CIM sem sorbitol (FROST et
al., 1995). Os valores de CIM em ambos os experimentos foram semelhantes, sugerindo que

3H2 nao age inibindo a sintese da parede celular fingica.

As equinocandinas sao uma classe de moléculas que inibem a sintese de -1,3-glucana
que ¢ essencial na manutengdo da integridade da parede celular. Moléculas que interferem na
parede celular fingica geralmente levam a lise celular e, assim, para a maioria das espécies,
sdo fungicidas (HARTLAND et al.,2016). Para Cryptococcus, no entanto, as equinocandinas
tém uma atividade muito fraca e nao sdo utilizadas na clinica (ABRUZZO et al 1997). A
sintese de B-1,3-glucana ¢ inibida pelas equinocandinas in vitro, € assim o motivo da falta de

eficacia desse grupo de moléculas no tratamento da criptococose permanece desconhecido
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(MALIGIE e SELITRENNIKOFF; 2005). Recentemente, Hartland e colaboradores (2016)
descreveram benzotiuréias que inibem a via de manutencdo da integridade da parede celular

de Cryptococcus neoformans que poderao, futuramente, tornarem-se novos antifungicos.

6.4.5 Avaliacdo da producio de melanina

A sintese de melanina estd associada a viruléncia em varios fungos patogénicos como
espécies de Cryptococcus, Sporothrix, Histoplasma, Fonsecaea e Paracoccidioides
(NOSANCHUK e CASADEVALL, 2003). A sintese de melanina em C. neoformans ¢
catalisada pela enzima lacase na presenca de certos compostos de difenolicos, tal como a 3,4-
di-hidroxifenilalanina (L-Dopa). No ambiente, a melanina protege o fungo da radiacdo UV e
altas temperaturas (CASADEVALL et al., 2000). A melanina também atua protegendo o
fungo da acdo de drogas, sendo isolados melanizados relacionados & menor sensibilidade a
alguns antifungicos como a anfotericina B (van DUIN et al.,2004). Muitas drogas, como
anfotericina B e caspofungina, se ligam a melanina, perdendo sua atividade antifungica, o que
poderia explicar a redugdo in vitro na susceptibilidade das amostras de C. neoformans
melanizadas (NOSANCHUK e CASADEVALL, 2006).

Avaliando o efeito de antiflingicos sob células melanizadas de C. neoformans e
Histoplasma capsulatum, van Duin e colaboradores (2002) comprovaram que a adi¢do de L-
dopa ao meio RPMI leva a formacdo de precipitados quando as drogas sdo adicionadas ao
meio com ou sem a presenga da levedura. Assim, os autores sugerem que o protocolo do
CLSI nao seria adequado para distinguir diferencas em susceptibilidade entre as células
melanizadas e ndo melanizadas (van DUIN et al., 2002; NOSANCHUK ¢ CASADEVALL,
2006). Dessa forma, para investigar se o composto 3H2 atuaria na sintese de melanina
avaliou-se o efeito do tratamento com a droga na producao do pigmento em &agar meio
minimo, contendo o substrato L-dopa. Ao longo de dez dias de observacao do teste concluiu-
se que o tratamento com 3H2 reduziu e retardou a producido de melanina em comparagdo com
o controle, mas ndo foi capaz de inibir sua sintese conforme observado na FIGURA 23. A
producdo mais demorada do pigmento também foi observada por Martinez e colaboradores
(2007) em células de Cryptococcus neoformans tratadas com voriconazol. O mesmo efeito
também foi verificado pelo tratamento com a substancia Ptilomycacin, isolada de uma espécie

de esponja marinha (DALISAY et al.,2011).
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6.4.6 Determinacio da atividade de lacase

A melanizagdo em C. neoformans ¢ catalisada pela enzima lacase, uma fenoloxidase
associada a parede celular que catalisa a oxidagdo de compostos difenodlicos para as suas
respectivas quinonas (EISENMAN e CASADEVALL, 2012). Esta enzima pode oxidar varias
catecolaminas e, além da producdo de melanina, também estd associada a producao da
prostaglandina PGE, em Cryptococcus sp. (WILLIAMSON, 1994; EISENMAN et al.,2007;
ERB-DOWNWARD et al.,2008).

Como se verificou uma redu¢do na produgdo de melanina nas colonias de C. gattii
tratatadas com 3H2 decidiu-se avaliar se esse fato ocorria pela agdo do composto na atividade
da enzima lacase. Dessa forma, um indculo da amostra L27/01 foi preparado e incubado com
0,5xCIM de 3H2 por duas horas na presenca do substrato 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-
6-sulfonico) (ABTS) e, apOs a leitura espectrofotométrica, foi possivel comprovar a acao
inibitoria da alilimina sob a enzima fungica (FIGURA 24). Quando analisada a interacao de
3H2 com a enzima produzida comercialmente observou-se que concentracdes maiores da
alilimina geravam menores valores de absorbancia, ou seja, menor atividade de lacase. Assim,
concluiu-se que a interagdo entre enzima e 3H2 foi concentracao dependente. Esses resultados
levam a conclusao de que a redugdo na produgdo de melanina verificada na levedura tratada
com alilimina se deu pela reducdo na atividade de lacase que ¢ responsavel pela producdo do
pigmento. A lacase ¢ um alvo potencial para o desenvolvimento de novas terapias contra

micro-organismos produtores de melanina (EISENMAN et al.,2007).

Ao contrario da melanizagdo em Cryptococcus sp. em que para a formacdo do
pigmento sdo necessarias catecolaminas de origem externa, os fungos como Alternaria
alternata e Fonsecaea pedrosoi, que utilizam a via da dihidroxinaftaleno-melanina, t€ém seus
pigmentos produzidos a partir de substratos endogenos (LANGFELDER et al.,2003). Assim,
embora 3H2 tenha atividade contra amostras do fungo negro F. pedrosoi, pode-se afirmar que

sua atividade antifingica contra essa espécie ndo ocorre pela inibi¢do da enzima lacase.
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6.4.7 Potencial zeta de C. gattii tratado com 3H2

As particulas dispersas num liquido, muitas vezes t€ém uma carga sobre a superficie.
Se um campo elétrico ¢ aplicado no estado liquido entdo estas particulas carregadas irdao
avancar na dire¢cdo dos polos positivo ou negativo. A dire¢do que as particulas tomam indica
suas cargas, ¢ a velocidade com que elas se movem ¢é proporcional a magnitude da carga. A
partir dessas informagdes ¢ calculado o potencial zeta (FRASES et al.,2011). As medicdes do
potencial zeta permitem uma estimativa rapida das diferencas relativas na composigao entre
polimeros i6nicos (PONTES e FRASES.,2015). Os componentes da capsula de Cryptococcus
sp. galactoxilomanas e glucuronoxilomanana sdo carregados negativamente (JESUS et
al.,2010).

O potencial zeta da amostra C. gattii 1L.27/01 tratada com 3H2 nas concentragodes 8,16
e 24 pg/mL foi detectado e verificou-se a redugdo da sua carga negativa na presenca da
alilimina. Nosanchuck e colaboradores (1999) observaram o mesmo efeito de redugdo da
carga celular testando amostras de C. meoformans em concentragdes sub-inibitérias de
anfotericina B e fluconazol. Esses autores também verificaram que as células tratadas
previamente com os antifingicos eram mais frequentemente fagocitadas que as leveduras nao
tratadas. Como a propriedade antifagocitica da capsula de C. neoformans esta relacionada
com sua alta carga negativa, os autores sugerem que a reducdo na carga das células tratadas
tenha facilitado a interagdo com os macrofagos e, consequentemente, sendo mais células
fagocitadas (NOSANCHUCK et al.,1999). Em outro trabalho Nosanchuck e Casadevall
(1997) ja haviam estabelecido a relagdo entre tamanho de capsula e potencial zeta. Foi
verificado também que células de C. mneoformans cultivadas em L-dopa (melanizadas)
apresentaram potencial zeta mais negativo em relacdo ao controle (NOSANCHUCK e
CASADEVALL.,1997).

Uma vez que o potencial zeta estd relacionado com a carga da superficie de uma
particula, os resultados do tratamento com 3H2 podem sugerir alteracdes na composi¢do da
capsula polissacaridica fungica. Esse fato pode ser comprovado pela reducdo do volume de

capsula obtida em células de C. gattii tratadas com o composto estudado.
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6.4.8 Avaliacao do efeito do tratamento com 3H2 na capsula de amostras de
Cryptococcus gattii

A capsula polissacaridica ¢ um dos principais fatores de viruléncia de C. gattii e C.
neoformans apresentando atividade antifagocitica e imunossupressora (O’MEARA e
ALSPAUGH, 2012). Durante a infeccdo de mamiferos, o tamanho da capsula aumenta
drasticamente e acredita-se que este fendmeno seja necessario para a patogénese da
criptococose (FELDMESSER et al., 2001). O tamanho da cépsula ¢ muito variavel, ndo s
entre as linhagens, mas também entre as células individuais da mesma amostra, de tal modo
que uma dada amostra pode apresentar grandes diferencas no tamanho da cépsula,

dependendo das condi¢des ambientais especificas (ZARAGOZA et al., 2009).

Nesse estudo a alilimina 3H2 foi capaz de reduzir o volume total da célula com a
reducdo do volume da capsula. Nosanchuk e colaboradores (1999) verificaram in vitro a
reducdo no tamanho da célula e capsula de C. neoformans em concentragdes subinibitorias de
fluconazol e anfotericina B (NOSANCHUK et al.,1999). A alilamina terbinafina também ja
foi descrita na redugdo da cépsula de C. neoformans (GUERRA et al.,2012).

O efeito causado nas células tratadas com 3H2 levou a redu¢ao da cépsula
polissacaridica, um dos fatores de viruléncia mais importantes em Cryptococcus. Com isso,
células menores, com menor percentual de capsula e menor carga poderdo ser mais facilmente
fagocitadas e eliminadas por macrofagos (BOJARCZUK et al.,2016; NOSANCHUCK et
al.,1999).

O crescimento da capsula em Cryptococcus neoformans ocorre principalmente na fase
G, do ciclo celular e requer o actmulo de novos polissacarideos (GARCIA-RODAS et
al.,2014; ZARAGOZA et al.,2003). Este fato poderia indicar um possivel alvo de acdo da

droga 3H2 que foi capaz reduzir a capsula em células de C. gattii.

6.4.9 Avaliacdo da atividade in vivo de 3H2 em modelo de infec¢io pulmonar causada
por Cryptococcus gattii

Modelos in vivo podem complementar os resultados de ensaios in vitro e sdo

ferramentas valiosas em novas descobertas ¢ na comprovagdo de hipdteses (SABIITI et
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al.,2012). Até o momento esse ¢ o primeiro trabalho avaliando a atividade antifiingica de
aliliminas in vivo. A alilimina 3H2 foi testada inicialmente em diversas doses no modelo
murino de criptococose sem produzir efeito na sobrevida dos animais infectados. Vale
ressaltar, nesse caso, que nenhum animal morreu decorrente da toxicidade da droga, uma vez
que todos os 6bitos foram no mesmo tempo em relagdo ao grupo sem tratamento. Nos
modelos in vivo os resultados da exposi¢do a uma droga sao influenciados pela introducao de
outras varidveis como absor¢do, eliminacdo, diferencas de penetracdo nos tecidos, carga
fingica e sistema imune do hospedeiro (GRAYBILL et al.,1997). Dessa forma, essas
variaveis podem ter influenciado na falta de eficacia de 3H2 in vivo no modelo estudado.
Deve-se considerar também o uso da amostra clinica C. gattii L27/01 que apresenta valores
elevados de CIM frente aos antifingicos e, como comprovada pela réapida progressdo da
criptococose no modelo usado, ¢ bastante virulenta (FERREIRA et al.,2015; SANTOS et

al.,2014). Esses fatores podem ter, de certa forma, subestimado os efeitos da alilimina testada.

Quando associado com fluconazol o composto 3H2 ndo levou a um aumento na
sobrevida dos animais comparado com o antifingico em monoterapia. Fluconazol ¢ o
medicamento de escolha na fase de consolidacdo e manutencdo na terapia da meningite
criptocococica (PERFECT et al.,2010). Varios autores descrevem a atividade sinérgica in vivo
desse antifungico associado com produtos naturais ou sintéticos (SILVA et al.,2016; VU e
GELLI.,2010; CHEN et al.,2014b). No entanto, o mesmo nao ¢ observado na associagdao dos
antifingicos fluconazol e anfotericina B. Day e colaboradores (2013) avaliando pacientes
portadores do virus HIV com criptococose ndo verificaram melhora no tratamento em
comparacao com anfotericina B em monoterapia. Esse fato ja foi explicado in vitro por Santos
e colaboradores (2012) onde a interagdo entre esses antifungicos ¢ concentracdo dependente e
que altas doses de fluconazol podem, inclusive, antagonizar a a¢do de anfotericina B. No
presente estudo, tanto no ensaio in vitro quanto no in vivo a interagao entre 3H2 e fluconazol
foi indiferente. A combinacao de dois compostos com atividade fungistatica como € o caso
desses poderia justificar esse fato.

Por outro lado, quando os animais infectados por C. gattii foram tratados com
associacao de anfotericina B (AMB) e 3H2 esses sobreviveram por até 130 dias, quando nao
foram mais monitorados. A associacdo de AMB e 5-flucitosina ¢ considerada o padrao ouro
na terapia de indug@o no tratamento da criptococose (PERFECT et al.,2010). A combinacao
entre esses agentes, um fungicida e um fungistatico, ja ¢ bastante descrita e utilizada na

clinica (ODDS.,1982; SCHWARZ et al.,2006; SOARES et al.,2008; DAY et al.,2013).
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Entretanto, essa associacdo deve ser usada com cautela e os pacientes devem ser monitorados
devido a toxicidade dos agentes (BICANIC et al., 2008; FOLKS et al.,2016). No caso do
sinergismo entre AMB e 3H2, que também havia sido verificado in vitro, a interagao pode ter
ocorrido por agdes complementares em um mesmo alvo, pelo aumento da biodisponibilidade
de uma das drogas ou pela acdo das drogas em vias paralelas levando a um resultado em

comuim.

Entre as varias dificuldades de se testar novas drogas em modelos animais tém-se
questdes como distribui¢do, absor¢do e solubilidade da droga (BLEICHER et al., 2003).
Farmacos com baixa solubilidade em agua estdo predispostos a baixa biodisponibilidade e,
por conseguinte, resposta clinica variavel (WILLIAMS et al.,, 2013). Com o intuito de
verificar se a melhora na solubilidade de 3H2 levaria a uma melhora na sua atividade
antifungica in vivo testou-se no modelo murino de criptococose o complexo de inclusdo da
alilimina em B-ciclodextrina. Foi utilizada a mesma dose da droga ndo complexada e, embora
tenha sido observada uma melhora na solubilidade, ndo foi possivel o preparo de uma
solucdo, sendo essa administrada nos animais na forma de suspensdo, porém sem a
necessidade da utilizagdo de co-solventes. Os resultados da curva de sobrevida dos animais
tratados com a forma complexada (CD-3H) foram idénticos aos de 3H2, inclusive no
prolongamento da sobrevida dos animais tratados com a associa¢do de CD-3H e AMB.

As ciclodextrinas sdo capazes de formar complexos de inclusdao soliveis em agua com
muitos farmacos lipofilicos pouco soluveis. Assim, esses complexos sdo formados para
melhorar a solubilidade da droga e, consequentemente, sua biodisponibilidade. Embora a f3-
ciclodextrina seja uma das mais utilizadas na formag¢do de complexos de inclusdo, sua
solubilidade em agua ¢ limitada resultando na precipitacdo desses complexos (KURKOV e
LUFTSSON, 2013) e isso poderia explicar a suspensao formada no preparo de CD-3H.
Virios derivados das ciclodextrinas naturais tém sido preparados com o objetivo de melhorar
a solubilidade dessas ainda mais. As ciclodextrinas contendo os substituintes hidroxipropil,
metil e sulfobutileter tém sido comercialmente utilizadas como novos excipientes

farmacéuticos (TIWARI et al.,2010; JAMBHEKAR et al.,2016; TANG et al.,2016).

No que tange a determinagdo da carga fingica nos tempos de 15, 30 e 130 dias apds a
infeccdo pdde se observar algumas diferencas nos tratamentos entre os varios grupos. Nos
pulmdes, apds 15 dias de infec¢do a carga fungica determinada foi bastante elevada nos

grupos tratados com 3H2 e com AMB em monoterapia e semelhante ao grupo sem tratamento
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(NT). Silva e colaboradores (2012) também nao detectaram diferenca na carga flngica
pulmonar dos animais infectados com C. neoformans tratados com anfotericina B 1,5mg/kg
por 15 dias em relagdo ao grupo nao tratado. No entanto, quando esse antifungico foi
associado com voriconazol obteve-se uma reducdo significativa no nimero de coldnias
recuperadas dos pulmdes. Em nosso estudo, as associacdes de 3H2 e CD-3H com AMB e,
inclusive a forma complexada em monoterapia, foram capazes de reduzir a carga fingica do
pulmao. A reducao da carga fungica pulmonar pelo complexo CD-3H individualmente, o que
ndo ocorreu na droga ndao complexada, pode ter ocorrido devido a uma melhora na
biodisponibilidade da droga causada pela inclusio em ciclodextrina. Guimardes e
colaboradores (2015) comprovaram que a encapsulacdo de carvacrol, um monoterpeno
presente no Oleo essencial de orégano, com -ciclodextrina, melhorou a resposta
farmacoldgica em protocolos experimentais de dor (GUIMARAES et al.,2015). A formagio
do complexo de inclusdo em hidroxipropil-B-ciclodextrina de itraconazol elevou a
biodisponibilidade e a atividade desse antifungico (BARONE et al.,1998; PRENTICE et
al.,2005).

Todos os tratamentos foram capazes de reduzir a quantidade de coldnias recuperadas
no cérebro ap6s 15 dias de infeccdo em comparagdo com o grupo nado tratado. Também foi
observada que as associagdes de 3H2 e CD-3H com anfotericina B resultaram em maior
redu¢do da carga fungica quando comparadas com essas em monoterapia. O fato de os
animais tratados com 3H2 e seu complexo em B-ciclodextrina terem apresentado reducao na
carga fungica do cérebro poderia ser um indicativo da penetragdo desses compostos no
sistema nervoso central. O uso de estudos de biodistribuicdo poderd ser uma boa ferramenta

na confirmagao dessa hipotese.

Os principais fatores que afetam a distribui¢do de medicamentos sdo o tamanho
molecular, carga, grau de ligacdo as proteinas, e a via de elimina¢do (ASHLEY et al.,2006). O
antifungico fluconazol consiste em uma molécula pequena e que apresenta 6tima penetracao
no SNC (NAU et al.,2010; CHIN et al., 1990). Enquanto a anfotericina B ¢ uma molécula
grande, o que dificulta sua penetracdo no sistema nervoso central. Entretanto, mesmo sendo
detectada em baixas concentracdes no liquido cefalorraquidiano continua sendo o farmaco de
escolha no tratamento da meningoencefalite criptocococica (NAU et al.,2010; ASHLEY et
al.,2006). Nesse caso, postula-se que os niveis dessa droga nos tecidos contribuiriam para a

sua eficacia (GROLL et al.,2000).
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Nos animais sacrificados 30 e 130 dias apds a infeccdo recuperaram-se leveduras
ainda presentes nos pulmdes e cérebro dos animais tratados com as associa¢des de 3H2 e CD-
3H com AMB, sendo esses os unicos grupos analisados por conseguirem prolongar a
sobrevida dos animais por mais de 130 dias. No tempo de 30 dias apds a infec¢do pode-se
observar uma carga fingica ainda elevada nos pulmdes, mas que foi bastante reduzida nos
animais sacrificados ap6ds 130 dias de infec¢do. No cérebro, tanto nos tempos de 30 e de 130
dias a carga fungica detectada foi semelhante. Esse fato poderia indicar que durante o
tratamento ndo ocorreu maior disseminacao para o cérebro, sendo as leveduras restritas aos
pulmdes e sua quantidade reduzida ao longo do tempo com as associagdes de 3H2 e CD-3H
com AMB. E interessante observar que mesmo com a interrup¢io da terapia antifungica por
30 dias a carga fungica do material analisado, embora ndo tenha sido reduzida a niveis nao
detectaveis com o tratamento, também nao foi aumentada. Nao foram observadas diferencgas
estatisticas entre as duas associagdes, exibindo o mesmo perfil de carga fungica nos 6rgdos

analisados.

Os resultados obtidos de determinagdo de carga fungica comprovam a
reprodutibilidade do modelo in vivo utilizado com a confirmacao da presenca da levedura nos
pulmdes dos animais e com a disseminacdo de Cryptococcus gattii para o sistema nervoso
central. Ngamskulrungroj e colaboradores (2012) comparando as principais espécies
causadoras de criptococose em modelo murino verificaram que C. gattii tem maior propensao
a causar infecgdes pulmonares em relacao a C. neoformans. Em nosso estudo comparando-se
com o cérebro, a carga fingica detectada nos pulmdes dos animais ndo tratados foi bastante

elevada e esse fato pode ter sido determinante na progressao da doenga e morte dos animais.

A terapia de combinagdo surgiu como uma abordagem para melhorar a eficacia dos
medicamentos antifiingicos. Seu principal objetivo € conseguir uma interagdo sinérgica
aumentando os efeitos antifungicos e reduzindo os efeitos toxicos em relagdo a cada
substancia individualmente (SVETAZ et al.,2016). A maioria dos trabalhos que fazem uso de
anfotericina B no tratamento do modelo murino de criptococose utilizam doses que variam de
0,5 a 1,5mg/kg (BARCHIESI et al.,2000;CALVO et al.,2010; SILVA, E.G. et al.,2012). No
presente trabalho, para que se pudessem minimizar os efeitos toxicos desse antifingico
utilizaram-se a menor dose de AMB que fosse capaz de prolongar a sobrevida dos animais
infectados com C. gattii. Desse modo, foi possivel observar o aumento da sobrevida desses

animais tratados com AMB em monoterapia, e o prolongamento ainda maior desse parametro
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quando se utilizou a associacdo de 3H2 e CD-3H com esse antifungico. Esse aumento na
sobrevida dos animais tratados com as associagdes citadas pode ser diretamente relacionado
com a redugcdo da quantidade de leveduras detectadas nos cérebros dos animais e,

principalmente, nos pulmoes.

6.4.10 Analise comportamental dos animais infectados com C. gattii e tratados com 3H2,
CD-3H e anfotericina B

O protocolo SHIRPA tem sido amplamente utilizado em diversos laboratérios e ¢ uma
ferramenta confidvel na avaliagdo da fun¢do neuroldgica em modelos murinos de diversas
doengas (MARTINS et al.,2010, PEDROSO et al.,2010, SANTOS et al.,2014; SILVA et
al.,2016 ). A analise comportamental de animais infectados com a amostra de C. gattii L27/01
jé havia sido descrita em outros trabalhos (SANTOS et al.,2014; COSTA et al.,2016; SILVA
et al.,2016) e as alteracdes detectadas nos camundongos sdo semelhantes aos sintomas
observados nos pacientes com criptococose. Sintomas como tosse, febre, desconforto
respiratorio, fadiga, perda de apetite e alteragdes de personalidade foram relatados em um
estudo com pacientes com criptococose ndo portadores do virus HIV no Japao (KOHNO et
al.,2015). Além dessas manifestacdes clinicas, outros autores também relatam perda de peso,
convulsoes e alteragdes motoras (ASLAM e CHANDRASEKHARA.,2009; CHEN et al.,
2012; COOKMAN e HUGI.,2013).

No teste SHIRPA varias fungdes foram analisadas e comprovou-se o melhor estado
dos animais tratados com as combinacdes em relacdo ao uso de AMB em monoterapia. O
QUADRO 4 exibe os parametros avaliados na analise comportamental e os dominios em que

esses estdao inseridos.

Os parametros avaliados relacionados ao reflexo e fungdo sensorial dos animais foram
mantidos nos animais infectados com C. gattii. Nas avalia¢des de estado neuropsiquiatrico e
comportamento motor os escores obtidos dos animais tratados com anfotericina B foram
inferiores inclusive aos animais ndo tratados. At¢ o momento esse ¢ o primeiro trabalho
descrevendo analise comportamental de animais tratados com AMB e esses resultados podem
estar relacionados com a elevada toxicidade desse antiftingico. Relatos de manifestacdes
neurologicas ocasionadas pelo tratamento com AMB sdo frequentes na literatura (HABER,

1962; REUHL et al.,1993; GLASSER et al.,2011; SATO et al.,2015). Dentre os pardmetros
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avaliados no dominio do comportamento motor tem-se o tremor que estd diretamente
relacionado com o tratamento com AMB e que também contribuiu na redug¢do desse escore

em relag@o ao grupo sem tratamento.

Reflexo e Estado Comportamento Funcio Tonus
funcao sensorial | neuropsiquiatrico motor autonoma muscular
Posicionamento Atividade _— ~ Forga ao
. R Posicao corporal Defecagao
visual Espontanea agarrar
. Excitaca L o
Pinna Reflex xeragao Qe Tremor Micgdo Tonus corporal
transferéncia
Atividade N Tonus dos
Reflexo corneal | Escape ao toque Taxa respiragdo
Locomotora membros
Beliscada dos Passividade ~ Fechamento de Tonus
. Ambulacao , .
dedos posicional palpebras abdominal
Mordi T . ~
Reflexo postural ordida Elevagao pélvica Piloeregao
provocada
Elevacdo de
Medo vag Cor da pele
cauda
Irritabilidade Encurvamento Batlrrrlentos
de tronco cardiacos
Agressao Segurar as patas Lacrimejacao
Vocalizacao Manobra no Salivagdo
arame
Geotaxis
negativo

Quadro 4: Parametros avaliados no protocolo SHIRPA para analise comportamental dos animais infectados com
C. gattii com e sem tratamento.

Quando estado neuropsiquiatrico € comportamento motor sdo avaliados nos animais
tratados com 3H2 e CD-3H associadas com AMB percebem-se uma melhora nos escores em
comparagdo com os animais tratados somente com o antifingico, o que poderia sugerir a
reversdo da sua toxicidade. Nesses mesmos dominios se verificou que a forma complexada
associada ao antifingico apresentou melhor escore que a forma livre o que pode ter ocorrido

como resultado de uma melhora na biodistribuicdo da molécula.

Os animais tratados com 3H2 em monoterapia apresentaram escores de estado
neuropsiquiatrico comparaveis aos dos animais sem tratamento. Como pode ser observado no

QUADRO 4, o primeiro dominio avalia entre outros, a atividade espontanea, a excitacdo de




104

transferéncia e o escape ao toque, parametros que sdo muito comprometidos com a progressao

da doenca nesse grupo de animais.

A fun¢dao autonoma dos animais nao tratados e tratados com AMB foi bastante
comprometida. Nesse dominio sdo avaliadas taxa de respiragdao, cor da pele e batimentos

cardiacos que foram bastante alteradas nesses grupos.

O tonus muscular e a forca dos animais tratados com 3H2, CD-3H ¢ nao tratados foi
bastante comprometido, o que pode ser associado a reducdo do peso corporal, deixando os
animais mais fracos e afetando seu tonus muscular e forca. Esse dominio foi preservado

somente nos animais tratados com as combinagoes.

Todos esses fatores revelam que o tratamento combinado de 3H2 ou CD-3H com
anfotericina B ndo somente prolonga a sobrevida dos animais, mas também mantém a
qualidade de vida desses. Assim, o protocolo SHIRPA serviu para complementar os

promissores dados obtidos nos ensaios de sobrevida e determinacdo de carga fingica.
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7 CONCLUSOES

As aliliminas apresentam boa atividade antifungica principalmente contra amostras de
Cryptococcus spp. € Fonsecaea pedrosoi. Amostras de Candida spp. e Aspergillus spp. ¢ ,
inclusive espécies bacterianas foram, em geral, pouco sensiveis ao tratamento com esses

compostos.

As aliliminas mais ativas 3D7, 3H2, 3H10, 312, 313 e 3I5 ndo foram consideradas
causadoras de hemolise nem citotoxicas. Os compostos 3H2, 3I5 e 3D7 apresentaram os
valores mais elevados de indice de seletividade, sendo, portanto, seus usos mais seguros no
desenvolvimento de uma nova droga. Estas moléculas ndo foram consideradas genotoxicas e
o composto 3H2, por ter demonstrado os menores indices de danos ao DNA foi selecionado

para maiores estudos de atividade anti-criptococdcica.

O composto 3H2 foi ativo contra amostras de C. gattii e C. neoformans no teste da
concentracdo inibitoria minima e sua atividade foi considerada fungistatica para a primeira
espécie e fungicida para a segunda. Essa alilimina, embora tenha sido indiferente na
combina¢do com o antifungico fluconazol, apresentou atividade sinérgica com a anfotericina

B.

Esta alilimina interfere na producgdo de fatores de viruléncia de C. gattii, prejudicando a
produ¢do de melanina, reduzindo a atividade da enzima lacase e reduzindo o tamanho da

capsula desse fungo.

O sinergismo com anfotericina B também foi verificado in vivo, uma vez que a
associacao da alilimina com esse antifingico foi capaz de prolongar a sobrevida dos animais,
reduzir a carga fingica nos pulmdes e melhorar parametros no comportamento dos animais
infectados com C. gattii e tratados com a combinacdo de 3H2 e antifingico.
A complexagdo da alilimina estudada em B-ciclodextrina nao alterou sua atividade in vitro, no
entanto, foi possivel observar in vivo seu melhor potencial na redu¢ao de carga fingica

pulmonar e, consequentemente no comportamento animal.

Dessa forma, considerando os resultados de baixa toxicidade, atividade antifiingica in
vitro e in vivo de 3H2, além da necessidade de se buscar terapias alternativas no tratamento da

criptococose, esse composto torna-se um promissor agente antifingico.
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