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RESUMO

Cryptococcus neoformaresC. gattiisdo os principais agentes causadores da criptococose em
humanos, uma micose sistémica que afeta principalmente o siseEuwso central. Essa
doenca causa mundialmente a morte em mais de 625.000 individuos por anm poistes
antifingicos disponiveis para o tratamento da criptococose, como ariaimfateB, a
flucitosina e derivados azodlicos, com isso, a busca de novos antifsirgicrucial para o
tratamento da criptococose. O estudo selecionou-se duas substanétasasiinéditas da
classe dos heterociclos tiazdlicos, nomeaddas82 e HTI 7, ambas apresentaram baixa
citotoxicidade frente a macrofagos murinos e eritrocitos humanosulfstancias mostraram
atividade antifungica contra isolados @eneoformans C. gattiicom o valor do indice de
seletividade maior que 10. A substandil 7 apresentou ClogP = 6,2 e a substaRii&2
ClogP = 3,97. As substancias apresentaram um declinio da vidbitdhular no tempo de 12
horas apds o tratamento. As duas substancias testadas desmteptzicdiime do isolado
L27/01(C. gatti), porém, somente a substanéth 82 desintegrou o biofilme do isolado
ATCC 24067 (C.neoformans A capsula das células criptococdcicas ndo apresentou
diferenca significativa de tamanho em relacdo ao controle apasmento com a CIM das
substancias quando analisadas em microscépio optico. Entretanto, quando a fmapsul
analisada em microscopio eletrénico de varredura, observou-se quiellas deC. gattii
(L27/01) eC. neoformangATCC 24067) tratadas com a substam€id 7 apresentaram suas
fibras capsulares maiores. Ao avaliar a produgcédo da melanina enlsdepa contendo a
substanciaRl 82 no valor de CIM, foi visto que ocorreu a diminuicdo da producdo da
melanina para o isolado L27/0C.¢attii) em 48 horas, no entanto, 0 mesmo n&o ocorreu para
o isolado ATCC 24067Q. neoformans)As duas substancias ndo mostraram toxicidade em
modeloin vivo utilizandoGalleria mellonellae, no ensaio de sobrevida também utiliza@do
mellonellg foi visto que o tratamento com 5 mg/kg com a substad€ia7 prolongou a
sobrevida das larvas. Verificou-se que 70,58% dos isolad0s rmoformangm estudo eram

da variedadarubii, Dentre os isolados dg. gattii, observou-se que 41,17% dos isolados
foram identificados como VGIl. Desta maneira, este traballtecidnou duas novas
substancias da classe dos heterociclos tiazolicos com potenicialade contra C.

neoformans e C. gattii.
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Palavras-chave: Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gaétiitifingicos, heterociclos

tiazodlicos.

1. INTRODUCAO

1.1 Reviséao bibliografica

1.1.1Cryptococcus

O génercCryptococcugertence a familia Cryptococcaceae e a ordem Tremg(ldlgs
et al., 2015). Existe uma grande divergéncia entre os autores sobspexies validas do
géneroCryptococcus Kurtzman, Fell e Boekhhout (2011) propuseram 70 espécies validas
para 0 génerd&ryptococcus com posterior inclusdo de mais 25 espécies. No entanto, em
2012, Richardson e Warnock classificaram somente 30 espécies comogrges ao género
Cryptococcus Mais atualmente, Liu e colaboradores (2015) reclassificaragén@ro e
propuseram apenas 10 espécies dentro do gémgptococcusEssas dez espécies incluem o
complexo Cryptococcus neoformarfsC. gattii, Filobasidiella depauperata F. lutea. As
principais espécies do género causadoras de doen€a séoformang C. gattii, que séo as
formas anamorficas dos fungosilobasidiella neoformanse Filobasidiella bacillispora,
respectivamente (CHEN et al., 2014; RICHARDSON e WARNOCK, 2012).

Durante as ultimas décadas, foi demostrado uma consideravel batdagle
genética entre isolados da mesma espédie aeoforman® C. gattii (HAGEN et al., 2015).
Isolados de cada subtipo molecular (descritos abaixo) diferem qu@amnouléncia,
manifestacdes clinicas, susceptibilidade ao tratamento amtidingpo de reproducéo,
epidemiologia, nichos ecoldgicos e hospedeiros (CHEN; MEYER; SQRR®14; KIDD
et al., 2004). A reclassificacdo das espécieS.dgttii e C. neoformang baseada em estudos
filogenéticos e auséncia de recombinacédo genética entre isoladusstha espécie (KWON-
CHUNG et al., 2002).

O complexoC. neoformans / C. gattié classificado em trés variedades, cinco
sorotipos e oito subtipos moleculares.GO neoformanspresenta a sorotipo A, D e AD

sendo que €. neoformanwar. grubii possui o sorotipo A com 3 subtipos moleculares, VNI,
16



VNIl e VNB. O C. neoformansar. neoformanspossui o sorotipo D com o subtipo VNIV e 0
hibrido das duas espécies com o sorotipo AD, possui 0 subtipo molecular¥slbrotipo B

e C, pertence a€. gattii que compreende quatro gendétipos distintos VGI, VGII, VGIII,
VGIV e, o hibrido dos dois genotipos VGIV/VGII (HAGEN et al., 2015).

A partir de analises filogenéticas de abordagens de concordfealdgicas e de
estudos de genotipagem foi reconhecido por Hagen e colaboradores (2015) uma nova
nomenclatura para os subtipos moleculare€degattii e C. neoformansOs novos nomes
propostos para €. gattii foram: C. gattii, C. deuterogattii, C. bacillisporus, C. tetragatii
C. decagattii(VGI, VGII, VGIII, VGIV e VGIV/VGIII, respectivamente). Fa os genotipos
moleculares doC. neoformansa nova nomenclatura propds que para os isolado€.de
neoformanwar. grubii o nome €. neoformangVNI, VNII e VNIII), e para oC. neoformans
var.neoformansC. deneoforman@/NIV) e para a intervariedade hibrida @eneoformans

nome proposto foC. neoformanX hibrido C. deneoformanélabela 1).

Esta nova proposta de reclassificacdo das espéci€s dattiiem 5 espécies €.
neoformansem duas espécies, além dos hibridos, vem causando muitas divergéieaa
comunidade de micologistas clinicos e taxonomistas. Com o objets@nde esta discusséo,
Kwon-Chung e colaboradores (2017) publicaram um importante trabalho oade @st
beneficios e desvantagens desta proposta de reclassificacdmmendam a utilizacdo de
“Cryptococcus neoformarcomplexo de espécies” € gattiicomplexo de espécies” como
etapa intermediaria antes de se criar mais espécies. Reendbedesta forma, que existe
uma diversidade genética dentro das espécies, mas que ainda n@omn séados

suficientemente claros para que estas espécies sejam reconhecidas.

Tabela 1 - Mudancas da nomenclatura proposta para 0 compl@rgptococcus
neoformans/C. gattpor Hagen e colaboradores (2015).

Nome atual da espécie Subtipo Sorotipo Nome da espécie proposto
molecular
Cryptococcus neoformamnar. VNI
.. C. neoformans
grubii
VNII
C. neoformansar.neoformans VNIV D C. deneoformans
Intervariedade hibrida de. C. neoforman¥ Hibrido deC.
VNIII AD
neoformans deneoformans
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Nome atual da espécie Subtipo Sorotipo Nome da espécie proposto
molecular
VGl BouC C. gattii
VGII BouC C. deuterogattii
C. gattii VGl BouC C. bacillisporus
VGIV BouC C. tetragattii
VGIV/VGIIl | BouC C. decagattii

1.2 Caracteristica da levedura

As leveduras do géneforyptococcusse caracterizam por serem capsuladas (algumas
podem ser acpsulares), globosas ou ovaladas, com tamanho que podke \ZBaeeum de
didmetro e podem apresentar brotamento Gnico ou mdltiplo ou, podem nao apzesent
brotamentos (KON et al., 2008; LIU et al., 2015). As coloniaSnyptococcusapresentam-se
na cor branca a creme, brilhante, com textura mucoéide e margemihteira, apos trés dias
de cultivo a temperatura de 25 a 37°C nos meios como agar Sabourauel Zficesagar
extrato de malte (KON et al., 2008). O interior das célula€mgptococcusspp. € composto
por um nucleo simples circundado por uma dupla membrana porosa e nectedeu
interior. O citoplasma contém organelas, incluindo mitocondrias, vacuo&iulo
endoplasmatico liso e rugoso, ribossomos e granulos de reserva de Igiglicegénio
(CASADEVALL et al., 1998).

A parede celular fungica é uma estrutura que as diferen@amélulas de mamiferos,
€ composta de polissacarideos, principalmente de glucaeds(sendo ar 1,3 — glucana
mais abundante) (JAMES et al., 1990), quitina e mananas (RODRIGU&S 2011). Nas
leveduras, a camada externa de polissacarideos contém manose ouotsizasprse
sobrepondo a uma camada de glucana insollvel, a qual esta assoemsi#@cia mecanica
da parede celular (JAMES et al.,, 1990; RODRIGUES et al., 2011). rédg@acelular
proporciona resisténcia e rigidez para a célula, protege constesse ambiental, fornece
suporte osmotico, regula a permeabilidade celular, determina attowha célula, além de
estar relacionada a eventos de sinalizacao celular, addggEstio extracelular (CHAI et al.,
2011; DOERING, 2009; MAGNELLI; CIPOLLO; ROBBINS, 2005).
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1.3 Fatores de viruléncia

C. neoformans e C. gattipossuem fatores de viruléncia bem estabelecidos, como: a
sintese de uma cépsula, producdo de melanina, capacidade de soleraviveicréfagos,
aquisicdo de nutrientes através do hospedeiro, capacidade de cresceEmmperatura do
corpo humano e producdo de enzimas, como urease, lacase e fosfoliEsRIEBBDA;
WOLF; CASADEVALL, 2015; COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014).

A capsula € composta com cerca de 90% de glucuronoxilomanana (EX®)p de
galactoxilomanana (GalXM) (GRANGER; PERFECT; DURACK, 198ARTIVARIAN et
al., 1993). Doering (2009), propde uma nova nomenclatura de glucuronoxilomanctaagala
(GXMGal) para a galactoxilomanana (GalXM), baseando em estglasia composicao
(manose, xilose e acido glucurénico). A glucuronoxilomanana (GXM) k porreacdes
soroldgicas, determina os sorotipos A, B, C, D e AD, exerce impenpapie! inibitorio sobre
a resposta imune do hospedeiro. Ja a galactoxilomanana (GalXMg exa potente efeito
deletério sobre o sistema imune do hospedeiro, ndo tendo participagétemainacdo dos
sorotipos (CASADEVALL; PIROFSKI, 2005; PERICOLINI et al., 2006; BRIGUES et
al., 2011).

A sintese da cépsula é induzida pela localiza¢do da célulacaruica no tecido do
hospedeiro, pelo soro, limitagdes de nutrientes como o ferro e glieagggratura e niveis
fisiolégicos de CQ(KRONSTAD; HU; JUNG, 2013; O'MEARA; ANDREW ALSPAUGH,
2012; ZARAGOZA; FRIES; CASADEVALL, 2003). A capsula interfera fagocitose pelos
macrofagos que sdo a primeira linha de defesa do sistema @guoolesgota componentes
do complemento, inibe a resposta imunoldgica do hospedeiro e tambéra atibelade dos
antifungicos (BOSE et al., 2003; MCFADDEN; CASADEVALL, 2001; ZARAZA et al.,
2008). Essas caracteristicas da capsula promovem a sobrevivéacelutdr, que pode ser
crucial para laténcia de longa duracédo da levedura (IDNURM.,e2005). No momento da
infecg@o oCryptococcuspp. depende de sua sobrevivéncia nos alvéolos pulmonares para sua
disseminagdo para outros tecidos. Nesse momento, a capsula p@sstarite papel, pois
protege contra fagocitose e interage com as células do hospaddutando suas atividades.
A cépsula ainda possui exposta em sua superficie a proteinacaitifegy 1, a qual pode ser
secretada para o meio extracelular. Essa proteina inilsgaeitose pela ligacdo aos

receptores do sistema de complemento CR2 e CR3 (STANO et al., 2009).
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Em um experimento em modelo animal, Zaragoza e boddaores (2010),
demonstraram que células Ge neoformangpodem aumentar até 900 vezes o0 seu tamanho
em uma infec¢do, quando comparados aos isoladdsvddura encontrados no meio de
cultura Sabouraud (Figura 1). Sdo classificadasocoéulas gigantes ou titds aquelas que
apresentam diametro maior que 30, sendo esse tamanho 5-6 vezes maior que assiélula
vitro (ZARAGOZA et al., 2010).

Figura 1 - A) Células deCryptococcus neoformansultivadas em meio Sabouraud. B)
Células deC. neoforman®btidas a partir do pulmdo de um camundongo iatkcha cinco
semanas com a levedura, mostrando a diferencardale entre o mesmo isolado cultivado
em meio Sabouraud (ZARAGOZA et al., 2010).

A melanina é um pigmento marrom escuropyoéege o fungo da radiacdo ultravioleta,
pois, absorve a radiacdo eletromagnética (DADACHO¥A al., 2008), promove a
estabilidade da parede celular e aléem disso, nfesisténcia contra metais pesados e
susceptibilidade reduzida a predadores ameboid@SANCHUK; CASADEVALL, 2003;
STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001). A melanindambém reduz a
susceptibilidade da levedura quando exposta aaitoia B (IKEDA et al.,, 2003) e a
caspofungina (DUIN; CASADEVALL; NOSANCHUK, 2002)stio ocorre porque a melanina
produz uma barreira que pode impedir ou dimingpassagem do antifingico para o interior
da célula. Durante o desenvolvimento da doencalanmea pode ser formada pela oxidagéo
das catecolaminas, tais como, a dopamina, quens@mteadas principalmente no cérebro do
hospedeiro, e este fato pode estar associado psnm do fungo pelo sistema nervoso
central. No hospedeiro, a melanina protege o fudgoradicais toxicos produzidos pelo
sistema imunolégico (EISENMAN et al., 2005; NOSANQK et al., 2000; ZHU;
WILLIAMSON, 2004).
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A sintese da melanina é dependente da enzima lacdsepresenca de substratos
exdgenos, tais como, o L3,4-dihidroxifenilalanihadppa) e epinefrina (BOSE et al., 2003;
GRANGER; PERFECT; DURACK, 1985). A oxidag&do degsexursores pela enzima lacase
inicia a via de biossintese da melanina nesse®figanismos (EISENMAN et al., 2007). A
enzima lacase é uma difenoloxidase associada qoanedle celular, que catalisa a oxidagao
de compostos difendlicos para as suas respectiasr@s (WILLIAMSON, 1994; ZHU et
al., 2001).

Em um modelo de infeccdo animal, comparando isslade C. neoformans
melanizados e nao melanizados, foi observado quokdss de C. neoformans o
melanizados sdo menos virulentos, mostrando a twpma da melanina a viruléncia
(KWON-CHUNG; POLACHECK; POPKIN, 1982) (Figura 2).

R .

Figura 2 - A) Céapsula polissacaridica deryptococcus neoformansoradas com tinta
Nanquim B) Colbnias marrons d& neoformangem comparacdo com colonias brancas de
Candida albicanscrescidas em meio de cultura com agar sementegde nigue contém
substratos difendlico€. neoformangroduz melanina na presenga de moléculas difasolic
(IDNURM et al., 2005).

Outro fator importante e primordial para a patogéndeC. neoformang C. gattiié a
capacidade dessas leveduras crescerem a temperatpoaal de 37 a 39 °C, mostrando ser
um importante fator de risco para humanos (ALSPAUE&Hal., 2000). Existem outras
espécies deCryptococcusque possuem outros fatores de viruléncia semekaates
encontrados enC. neoformanse C. gatti, como a producdo da capsula e a producdo da
enzima lacase, porém, sédo incapazes de crescenparigura corporal de mamiferos, néo
possuindo, desta forma, capacidade de serem patogmara o homem (PETTER et al.,
2001).
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Outras enzimas importantes paraCoyptococcussdo as fosfolipases, ureases e
proteinases. As fosfolipases sdo enzimas que degradam os fosfqligiigims na homeostase
da membrana, aquisicdo de nutrientes, geracdo de moléculas biogtodene ter papel na
patogénese e viruléncia dos micro-organismos (GUIMARAES et dl1; MCFADDEN et
al., 2007). A fosfolipase B é secretada @oneoformanslurante a infeccéo e, pode aumentar
a sobrevivéncia da levedura dentro dos fagocitos (COX et al., 2001). Eexperimento
laboratorial, onde, adicionou-se fosfolipidos de protozoarios ou de masnéferculturas de
C. neoformansevidenciou-se o aumento do crescimento da capsula, o que levou tasuges
de que os fosfolipidos sdo detectados pelo fungo como um sinal de mesgal de alerta
de fagdcito (CHRISMAN et al., 2011).

A enzima urease apresenta um papel importante na migragéwedara pela barreira
hematoencefalica, como mostrado em um experimento, onde foram injetdnidsres de
urease em camundongos infectados &mmeoformanse estes apresentaram uma taxa de
sobrevivéncia prolongada. A contagem de unidades formadora de colbWigy (oi
significativamente menor no cérebro em comparacdo com o grupondedangos controle,
gue nao receberam o inibidor de urease (SHI et al., 2010). A proteanaisént é excretada
peloC. neoforman® apresenta fatores de viruléncia importantes, como a destdai¢écido

do hospedeiro e de suas proteinas importantes para o sistema imunolégico (¥ (XD@t)a

Outro fator de viruléncia caracteristico @ryptococcusspp. € a formacdo do
biofilme, uma matriz polimérica que protege as células fungidasa das fungcbes mais
relevantes do ponto de vista médico da matriz extracelular éapaaidade de proporcionar
uma barreira fisica entre as células do biofilme e o ambieiendante. Em um hospedeiro
humano, o biofilme protege as ceélulas microbianas de células e pratlutgsstema
imunoldgico e, muitas vezes, de medicamentos utilizados partamérso (COSTERTON,
1999; DONLAN, 2001)C. neoformanstem a capacidade de formar biofilmes em placas de
poliestireno e nas superficies de dispositivos médicos, comstlauossusados para diminuir a
hipertenséo intracraniana, na neurocriptococose (MARTINEZ; CASADEVALL, 2015).

Os biofilmes deC. neoformansao mais resistentes as mudancas de temperatura, pH e
luz UV em comparacdo com as células planctonicas, evidenciando &prenacdo do
biofilme proporciona uma vantagem protetora (MARTINEZ;, CASADEVAL2007).
Alvarez e colaboradores (2008) mostraram em um estudo a formagdicrd colonias d€.
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neoformanse C. gattii semelhantes a biofilmes no sistema circulatério, essas nulinias

estariam associadas a resisténcia a fagocitose.

A compreensao dos fatores que estdo envolvidos na virulén€ieypgtncoccusspp. €
de suma importancia ndo sé para o entendimento da criptococoseamissnt para o
desenvolvimento de terapias alternativas e efetivas no tratamembenizga. No entanto, este
organismo tem numerosos mecanismos de viruléncia bem caraltergsge sdo susceptiveis
de interferéncia farmacologica e sdo assim potenciais alwapétdicos (COELHO;
CASADEVALL, 2016). Isolados da mesma espécie tem demostradedatier viruléncias
distintos, indicando uma necessidade de estudos aprofundados em isoladodadergsma
espécie (KRONSTAD et al.; 2011).

1.4  Criptococose

A criptococose, conhecida anteriormente como, torulose, blastomicose iBuvapé
doenca de Busse-Buschke, é uma importante micose sistémica.ngaddecausada pelo
fungo do géneroCryptococcus,onde destacam as espéciés neoformanse C. gattii
(CASADEVALL et al., 1998).C. neoformangoi descrito pela primeira vez por Sanfelice a
partir da fermentacdo do suco de péssego em 1894 (IDNURM et.al., 28@5)mesmo
momento, Busse e Buschke anunciavam o primeiro caso de criptobocogea causada por
esse fungo na lesdo de tibia de uma mulher de 31 anos. Durante ssgamates, o fungo foi
isolado de secre¢bes de homens e animais. Em 1951, Emmons relat@amensmldeC.
neoformansem solos e, em 1955, mostrou que isolados virulentds. aeeoformangoram
encontradas em excretas de pombos. A partir dai, concluiu-se gpesicaa de homens e
animais a fezes de pombos poderia explicar adequadamente a eladenta criptococose,
com a forma inalat6ria sendo o principal meio de infec¢cdo (EMBICOI995). No Brasil, a
criptococose foi relatada pela primeira vez pelo professor DioCda Silva Lacaz e o Dr.
Floriano de Almeida, no ano de 1941 e depois em 1944 (REIS-FILHO et al. 1985).

Mundialmente, aproximadamente 95% das infec¢Bes criptocococicasassedas
peloC. neoformansar. grubii (sorotipo A) e os outros 4-5% das infec¢gbes sao causadas pelo
C. neoformansar. neoformangSorotipo D) eC. gattii ( sorotipos B e C) (LIN, 2009; PARK
et al., 2009; XU; VILGALYS; MITCHELL, 2000). Raramente séo ratwis casos de
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criptococose ocasionadas por espécies diferent€s deoformans C. gattii em humanos.
As infecgBes causadas por outras espécie€rgiptococcusssp. ocorrem em rarissimas
excecbes (COELHO; CASADEVALL, 2016). No entanto, nos ultimos 40 anosehoowv
aumento de infeccbes causadas por outras espécies/plecoccus sendo as espéci€s
laurentii e C. albidus em conjunto, responsaveis por 80% dos casos notificados de
criptococose néo relacionadas com o compiéxeeoformans / C. gattiiAlém desses, outras
espécies comd;. curvatus, C. humicolug C. uniguttulatustambém tém sido associados
com infeccbes oportunistas em seres humanos, sendo a imunodepressadeorfato mais
importante para a infeccdo desses outros fungos, onde as manifesiagiéas sdo as
mesmas vistas emC. neoformans e C. gatti (KHAWCHAROENPORN;
APISARNTHANARAK; MUNDY, 2007; RAGUPATHI; REYNA, 2015).

O C. neoformang® um agente oportunist&. neoformanwar. grubii € um agente
cosmopolita e &. neoformangar. neoformangsorotipo D) é observado principalmente em
paises europeus. As duas variedades estdo associadas a condigigsdepressao e, em
alguns casos, em pacientes aparentemente imunocompetentes (IDM@RN2005; KON et
al., 2008; MITCHELL et al. 2011; MEYER et al. 2011).@© gattii, causa a criptococose
principalmente em individuos aparentemente imunocompetentes, e em posg®SECa
individuos imunodeprimidos (MITCHELL et al. 2011). Anteriormentg, gattii era
caracterizado por causar surtos apenas em regides tropgtdir@picais, porém, ha relatos
de surtos em regides de clima temperado, como na ilha de Vancoeweamas dentro do
Canada, no noroeste dos Estados Unidos da América (EUA) e ebesreta Europa,
possivelmente relacionados a mudanca da temperatura e umidade(glBB&IS et al.,
2011; HOANG et al., 2004; KIDD et al., 2004; MAZIARZ; PERFECT, 2016;Y¥R et al.
2011).

A criptococose pode afetar individuos de todas as idades (CORREIA €099),
contudo, ocorre com mais frequéncia em adultos jovens e pessoas a@eidaus,
especialmente do sexo masculino. No grupo pediatrico a micose baisieaotorre nos
imunodeprimidos (SOUZA, 2005). As infec¢cdes pOryptococcusspp. aumentaram
drasticamente como consequéncia da época de transplantes e da palad&iDA. Até o
ano de 1980 a criptococose era uma infec¢do rara, ndo chegandoraiatitggal de 500 a
1.000 pessoas por ano nos Estados Unidos da América (EUA) (CASADEA al., 1998).

No entanto, a partir de 1981, a criptococose tem emergido como umandasj¥ causas de
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doenca e de morte entre os pacientes com infec¢cdo pelo HIV enafdg& e € uma das
causas mais comuns de meningite em hospitais onde estes indivatuosatdos
(CASADEVALL et al., 1998; MICELI; DIAZ; LEE, 2011).

A criptococose é responsavel por uma alta taxa de mortalidadeipalmente em
individuos imunocomprometidos. E uma doenca que causa anualmente um mittti@asle
infeccbes e a morte de mais de 625.000 individuos, fazendo desse patégeameaga
global (PARK et al., 2009). O tratamento adequado com antirretrogi@sifiingicos reduz
0 numero de mortes por criptococose em pacientes com HIV, no entanttrat@mento é
limitado, como em paises em desenvolvimento essa taxa pode aumemeidéicia de
infeccdo porC. neoformanem pacientes com SIDA difere de um continente para outro,
variando entre 5-10% nos EUA e 30% em partes da Africa Sub-SagiASADEVALL et
al., 1998; IDNURM et al., 2005). A mortalidade da criptococose em miasieom SIDA é
estimada em 55-70% na América Latina e Africa Sub-SaarRARK et al., 2009). A
neurocriptococose € a terceira complicacdo neuroldgica magefrtee em pacientes com
SIDA (DEL VALLE; PINA-OVIEDO, 2006).

A criptococose causada p@. neoformanse outras micoses que afetam o sistema
nervoso central € a terceira causa principal de infeccdo oportamspeacientes com SIDA
no Brasil (PINTO et al., 2006). Dos mais de 215 mil pacienteastragos no Brasil com
SIDA entre 1980 e 2002, 6% foram diagnosticados com criptococose (N&1@C12010). A
criptococose é a segunda causa de morte entre as micosescassté ~24 a cada 1.000

mortes relacionadas a SIDA sao atribuidos a infeccéo criptocococicaB@P&Aal., 2009).

A criptococose causada pefd neoformansocorre em todas as regibes do Brasil,
sendo que o sorotipo A prevalece no pais, principalmente nas regibes Sudeste
(NISHIKAWA et al., 2003), ja cC. gattii geralmente infecta jovens e criancas HIV-negativos
e sem evidencias de imunodepressdo do Norte e Nordeste do BradERBA 2005;
MARTINS et al., 2011). Com isso, a criptococose @ogattii € considerada endémica da
regido Nordeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2012; CHEN et &014). As regifes Sul e
Sudeste mostram infeccBes esporadicasayattii (PINTO JUNIOR et al., 2010). Assim
como em outros paises, a taxaQlayattiiem pacientes com SIDA sdo menores em relagédo a
populacdo com outras doencas subjacentes, ou mesmo sem imunodepressao (PAPPALARDO
MELHEM, 2003). Martins e colaboradores (2011) fizeram um levantamenigedotipo

molecular de 63 isolados d&ryptococcusspp. recuperados do liquido cefalorraquidiano de
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pacientes em Teresina, Piaui. Dos 63 pacientes, 37 (58,7%) possuian®6i(41,3%) eram
HIV negativos. Dos 63 isolados, 37 (58,7%) foram identificados ddmmeoformans/NI,
predominantemente em doentes HIV positivos (32/37, 86,5%). Vinte e quaB8 dmdados
(38,1%) foram identificados con@. gattii VGII, principalmente em pacientes HIV negativos
(21/26, 80,8%).

A criptococose ndo é considerada uma doenca contagiosa, porénracasa@®mo O
relatado por Wang e colaboradores (2005), de uma transmissdo n@da®mmiiptococose
em uma unidade de terapia intensiva, entre dois pacientes idosasemeanen estudo

aprofundado para conhecimento da causa da transmisséao.

Ja foram relatados casos de criptococose ocasionadds. peoformans/ar grubii
(sorotipo A) eC. gattii (sorotipo B) em caes, gatos, furdes, bovinos, caprinos, equinos,
ovinos, primatas e em um passaro. Em bovinos ocorrem surtos dee reastis demais
espécies de animais de pequeno porte ocorre a forma dissenéndolenca (LESTER et al.,
2004). Apds a morte desses animais, eles podem reintroduzir isoladestesue volta para
o0 ambiente (IDNURM et al., 2005).

1.5 Etiologia e patogénese

Isolados deC. neoformanssdo normalmente relacionados a aves, como pombos,
canarios e periquitos, por este motivo sdo facilmente encontradosleos i excrementos
desses animais que sao ricos em fonte de nitrogénio, na formaiale greatinina (DO PSE
COSTA et al.,, 2009; KON, 2008; KRONSTAD et al., 2011; NEGRONI, 2012). Aavas
distribuicdo e peculiar adaptacdo de pombos a centros urbanos relas@onzom a
ubiquidade deste agente fungico (CASTANON-OLIVARES et al., 2000ENCEL al., 2000).

E comumente encontrado na poeira doméstica, demonstrando um risco &saada e
animal. A levedura também ja foi isolada em vegetais, comdigioc@Eucalyptusspp.), ipé
Rosa Handroanthus heptaphyllys almendoeiras Rrunus dulciy e em madeira em
decomposicdo (LAZERA et al.,, 1993; LAZERA et al., 1996; MSEDDI kt 2011,

NOGUERA; ESCANDON; CASTANEDA, 2015).

O C. gattii € encontrado em associacdo com vegetais, usualmente associado com

espécies dé&ucalyptusspp., onde é encontrada na casca, frutos e no solo, préximo a esse
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vegetal. Além dissoC. gattii foi isolado no ar e em corpos d’agua (CHATURVEDI,
CHATURVEDI, 2011; NEGRONI, 2012; NOGUERA; ESCANDORASTANEDA, 2015).
Esta levedura é encontrada em ocos de outras espideiarvores, o fungo ja foi isolado
também em guanos de morcegos na cidade do RimndealaBrasil (LAZERA et al., 1993),
e a partir de excrementos de passaros psitacideosndzoolégico no Rio Grande do Sul,
Brasil (ABEGG et al., 2006).

A exposicéao inicial a&C. neoforman® C. gattii é através da inalacdo de propagulos
infecciosos, como, esporos ou células de leveddessecadas, causando uma infeccéo
normalmente assintomatica que pode desaparecerntaspamente ou evoluir para
granulomas pulmonares que podem se dispersar pos drgaos, particularmente o sistema
nervoso central (Figura 3) (IDNURM et al., 2005; MIARZ; PERFECT, 2016; NEGRONI,
2012; SUKROONGREUNG et al., 1998). Em casos rapmsle ocorrer a inoculacéo
traumatica da levedura (CHRISTIANSON et al., 20@3hbas as espécies infectam o sistema
nervoso central, causando a meningite/meningoditeefME), que é a manifestacdo
clinica mais comum da criptococose. A meningiteimgrencefalite pode ser acompanhada
ou nao, de lesdo pulmonar evidente (na maioriacdess, a primeira via de infeccdo sdo os
pulmdes), fungemina e focos secundarios na pet®, alssos e geniturinario (KON et al.,
2008; MICELI; DIAZ; LEE, 2011).

Esporos Alojamento nos
alveolos

pulmonares
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Figura 3 - Representacdo da via de infeccdo@gptococcus neoformans C. gatti O
Cryptococcusspp. sobrevive no solo, arvores e excretas de @gseres humanos inalam as
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células de levedura dessecadas ou esporos e esthelima forma pulmonar da doenca,
podendo migrar para o sistema nervoso central (Siti@yés de microcapilares da barreira
hematoencefélica. Figura retirada e adaptada de:
<http://www.bmolchem.wisc.edu/labs/hull/researamlxt

As células dessecadas @oyptococcusssp. tem um tamanho médio de 3um, inferior
ao tamanho das células vegetativas que possuenméaia de tamanho de 4 a 10 um. Os
esporos possuem um tamanho ainda menor, de 1-Zjgorg 4). O tamanho das células
dessecadas e dos esporos facilitam a dispersaolierde e a entrada nos pulmdes durante a
inalacdo, fazendo com que a levedura consiga atilogiais profundos dos alvéolos
pulmonares. Essas caracteristicas fazem com quaen sepdicionalmente considerados
propagulos infecciosos (BOTTS et al., 2009; GILESalk, 2009; VELAGAPUDI et al.,
2009).

Levedura Levedura dessecada

Dessecaciio )
-

P,
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—
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N

Figura 4 —Esquemas do tamanho médio da célula ativa, deseocasporo déryptococcus.
Imagem retirada e adaptada de KRONSTAD et al., 2011

Apés a inalacdo da levedura, ela se reativa ef@r@lno local da infeccdo inicial,
podendo, posteriormente se disseminar para outoassl do corpo (SANTANGELO et al.,
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2004). As leveduras séo transportadas dos pulmées @ sistema nervoso central por
microcapilares que interagem com a barreira hemeaédélica. As leveduras podem ser
encontradas dispersas no sangue ou em células ooheares, tais como, macrofagos e
neutrofilos (CHRETIEN et al., 2002; SANTANGELO dt,®004). Existem trés possiveis
formas para que as células criptococdcicas atrareasbarreira hematoencefalica tais como:
transferéncia paracelular, onde as leveduras asawe 0s espacos intercelulares da barreira
hematoencefalica; o mecanismo de cavalo de Trémlmgee a levedura parasita fagocitos
mononucleares e se dispersa pela corrente sangp#ladranscitose, que é um processo que
envolve a captacdo das leveduras pelas célulagetiadoda barreira hematoencefélica e a
transmigracdo da levedura através do citoplasmaacgbara atingir o cérebro (Figura 5)
(IDNURM et al., 2005; PRICE et al., 2011; SABIITWAY, 2012; SEOANE; SCHNEIDER,;
MAY, 2016).

S0 S anguineo Sistema nervoso central
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0 Células de
6 o < Cryptococcus
—_—
L
o ©
[e]
0
0
lar
s @
; { ]
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Barreira hematoencefalica

Figura 5 — Esquema dos trés possiveis métodos para as céligagcococicas atravessarem
a barreira hematoencefélica. Retirado e adapta&E@ANE, SCHNEIDER; MAY, 2016.

A criptococose pode apresentar-se por diferentesfeséacdes clinicas que incluem
febre, problemas visuais, alteracées mentais (BRZIRE; PAPPAS, 2010), perda de peso,
fadiga, sudorese noturna, tosse, dores no peifalé@® vOmitos e rigidez do pescoco
(PHILLIPS et al., 2015). Em 2002, Pappalardo obmersinais e sintomas de 35 pacientes
gue possuiam a criptococose. Foi observada cefalai®7,1% dos pacientes, nauseas e
vomitos em 51,4%, febre em 34,3%, distarbio visral 20%, alteragdo mental em 11,4% e
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apreensdo em 8,6%. A cefaleia é a segunda causa de dor entegacmmn SIDA e a
criptococose no SNC é responsavel por 40% deste sintoma (AIRES, 2002).

1.6 Agentes antifungicos para o tratamento da criptococose

A anfotericina B desoxilato (AMB), 5-flucitosina (5-FC) e dedwa azdlicos, como o
fluconazol (FLC) e itraconazol (ITC), sdo os principais antifungitdzados no tratamento
da criptococose, que sdo administrados de acordo com forma clinm@&ocose e o
estado imunolégico do hospedeiro (CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006).nfettious
Diseases Society of America” (IDSA) publicou, em 2010, um guia gueede informacoes
aos profissionais da saude sobre o tratamento e profilaxia désssemOs principais
medicamentos recomendados por esse guia consistem na anfotBrieinaos azolicos
(PERFECT et al., 2010).

A AMB é um polieno, produzido pela espécie Sgeptomyces nodosugue foi
descoberto em 1950. Seu mecanismo de acdo é no ergosterol presenéenirana
plasmatica fangica (ZACCHINO; GUPTA, 2007). A AMB induz a faigéo de poros através
da ligacédo aos esterois de membrana, alterando a permeabikdadendbrana e ocasionando
eventual morte celular (COELHO; CASADEVALL, 2016; GHANNOUM, 1999DDS;
BROWN; GOW, 2003). A AMB também pode provocar danos intracelutaesiados pela
producdo de radicais livres antes da lesdo na membrana celulaC. emeoformans
(SANGALLI-LEITE et al., 2011). Embora, a AMB seja muito utilizada tratamento de
infeccdes por leveduras e fungos filamentosos, ela € altamentetbejga e nefrotoxica e
pode causar anemia grave (TONOMURA et al., 2009). A AMB tamptwdthe causar dano as
membranas das células de mamiferos, devido o seu alvo de acdoter@rges analogo ao
colesterol (COWEN, 2008). Isolados @eyptococcushaturalmente resistentes a anfotericina
B sdo raros (ROGERS, 2006), embora algumas possam adquirir resisténcewaorasd do
tratamento clinico (COELHO; CASADEVALL, 2016).

A 5 - flucitosina € uma pirimidina fluorinada sintética analogaaaido nucleico
(NETO; FER; CASTRO, 1996). Ela funciona como um agente antifUngiavést da
conversdo para 5-fluorouracil no interior das células alvo. O fluacdug incorporado no

RNA, causando a terminacdo prematura da cadeia, e inibindo a siatBd¢A, afetando a
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timidilato sintetase (ODDS; BROWN; GOW, 2003). As células doamiferos nao
convertem a flucitosina em fluorouracila, 0 que € crucial para sel@tiva da substancia
(BERGOLD; GEORGIADIS, 2004). Isolados resistentes @endida albicanse de C.
neoformans sdo muito comuns, razdo pela qual é raramente utilizada isolagame
(COELHO; CASADEVALL, 2016). Sua principal indicacdo €é no tratamenta

neurocriptococose, em associagdo com a anfotericina B (NETO; FER;RTASDI6).

O primeiro agente azolico foi sintetizado em 1944, e atualmerdegéupo de
antifingicos mais desenvolvidos e utilizados para o tratamentoiabses sistémicas. Os
azolicos sdo substancias sintéticas com um anel imidazodlico, que pedelmis ou trés
nitrogénios, sendo imidazois e triazois, respectivamente. S&o &fingist e apresentam
amplo espectro de acao frente as leveduras, fungos filameatasugos dimorficos (ODDS;
BROWN; GOW, 2003; ZACCHINO; GUPTA, 2007).

O fluconazol e o itraconazol sédo agentes triazolicos. Ambos esrertividade
antifangica mediante a inibicdo da enzima lanosterob demetilase no complexo do
citocromo P-450 dos fungos, impedindo assim a conversdo de lanosterobasteret
(ZACCHINO; GUPTA, 2007). Ao contrario da AMB e da 5-FC, os azoliegpecialmente o
fluconazol, demonstram menos efeitos colaterais, adequada penetracé@arios tecidos,
incluindo o sistema nervoso central, excelente biodisponibilidade ebibtéade (ALLEN et
al., 2015; ZAVREL; WHITE, 2015). O itraconazol é menos eficaz queucofflazol no
tratamento da criptocose devido a sua baixa biodisponibilidade e géoetra barreira
hematoencefalica (BICANIC; HARRISON, 2004; KON et al., 2008) séotha da utilizacao
de agentes azolicos para profilaxia e terapia de manutencd@ paiggococose, pode ser
considerada um fato importante no surgimento de isolados resig{8A®RS et al., 2000).
Ha uma grande populacéo de isolado€dgtococcusesistentes aos agentes azélicos, onde,
um outro fator de resisténcia, se deve a natureza fungistatiéantaco, uma vez que uma
percentagem da populagdo sobrevivera a exposicao ao azol. Apessistémcia de alguns
isolados frente aos azélicos, esta classe de farmacos consiauatd atingindo uma elevada
taxa de sucesso de tratamento (COELHO; CASADEVALL, 2016).

O uso de fungicidas azodlicos na agricultura também é uma provaveh cka
emergéncia de isolados resistentes a essa classe de @ufingas ainda ndo esta
comprovado (SNELDERS et al., 2012). A restricdo do uso de fungicidasEoszdia
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agricultura seria o primeiro passo para conter o surgimento @gelgsotesistentes, porém é
um desafio devido a falta de fungicidas alternativos (DENNING; BROMLEY, 2015).

As equinocandinas agem na biossintes@-daucana na parede celular, porém, sdo
ineficientes contra as espécies @igyptococcusssp., ndo sendo utilizadas no tratamento da
criptococose (FELDMESSER et al., 2000; MALIGIE; SELITRENNIKOFF, 2005).

Apesar da disponibilidade dos agentes antifUngicos possuindo atividade
anticriptocococicas, a mortalidade e insucesso do tratamento gu&walaltos devido a
emergéncia de isolados que se tornaram resistentes a alguagedtss antifiingicos mais
amplamente utilizados, como, o fluconazol e a anfotericina B erssimés excecdes
(KELLY et al., 1994; PEETERMANS et al., 1993). A resisténcarecorréncia de infec¢des
tém sido associadas comumente a tratamentos incompletos e iptda®n\ emergéncia de
novas espécies de fungos patogénicos e o aumento da resisténcigiflngia@s mais
utilizados, em decorréncia de novas praticas médicas, tem se tamaskrio problema de
saude publica (COWEN, 2008).

Vérias estratégias de resisténcia contra os farmacodes&ovolvidas pelos fungos,
um exemplo, € o efluxo da droga que € o mecanismo mais utilizado por uma gama de espécies
fungicas. Um segundo mecanismo comum pelo qual as células adquiigténois é com a
alteracdo ou amplificacdo do alvo, que minimiza o impacto da dmwige a célula. E um
terceiro mecanismo séo alteracdes celulares que minimizarmdade da droga. A maioria
dos exemplos envolvem alteracdes na via da biossintese do erggséesédlo associados a
resisténcia aos azo6is (COWEN, 2008). Emptococcusspp. a resisténcia aos azois tem sido
atribuida, principalmente, ao efluxo da droga (ALVES et al., 2001). Asddés fungicas
sédo dificeis de tratar devido a altas taxas de mortalidatte eusto do sistema de cuidados
de saude (WILSON et al.,, 2002). E infelizmente, as classes déngitos disponiveis

atualmente ndo séo tao eficientes e/ou séo toxicos para o hospedeiro humano.

Dados clinicos tém mostrado que a espétiegattii € mais resistente a terapia
antifingica que oC. neoformans podendo requerer maior tempo de tratamento, o que
corrobora com estudds vitro que mostram qué€. gattii € menos susceptivel a agentes
antifungicos, principalmente ao fluconazol (ALVES et al., 2001; GOMBREZ et al.,

2008; TRILLES et al., 2004).

32



1.7 Tratamento

Os individuos que desenvolvem a criptococose podem ser agrupados em trés
categorias gerais: aqueles com infeccdo avancada pelo virusudadaficiéncia humana
(HIV), individuos transplantados fazendo o uso da terapia imunossupressogau@o dos
nao-HIV, ndo transplantados e os sem uma desordem imunoldgica ap&mbiara o
tratamento clinico de todos os grupos seja semelhante, a abordage@utiea é adaptada
para cada tipo de caso. Como por exemplo, em pacientes com HIV pasitnadhor forma
para o tratamento é fazer o controle da carga viral e da con@dgerélulas T CD4 +,
enquanto que em pacientes transplantados, pode ser feito uma mudanca dos
imunossupressores que estdo sendo administrados, por outros que reduzem a
imunossupressao. Estas estratégias podem levar a Sindrome deifRe@msnune (IRIS),
um agravamento paradoxal de sintomas atribuidos a danos nos tecidosadewia resposta
imune exuberante dirigida as leveduras ainda no tecido (COELHSADEVALL, 2016;
PERFECT et al., 2010).

O tratamento para a meningite criptocococica € dividido em asgificial de duas
semanas chamada de fase de inducéo, seguida por uma fase de cénstdidatp semanas
e, posteriormente, uma fase de manutencédo prolongada que variardie @mm o estado
imunologico do paciente (CHEN; PLAYFORD; SORRELL, 2010; KAPLANa&t 2009;
PERFECT; BICANIC, 2016; VAN DER HORST et al., 1997). Para désitamento é
utilizada uma combinacdo das drogas na fase inicial e depoi® é&rfeg manutencdo com
agentes azolicos. Os antifungicos e suas combinacdes, sdo simitatedos os individuos,
porém, como dito anteriormente, o tratamento para cada individuo madarde com o seu
estado imunologico. Na fase de inducdo, a combinacdo da AMB (0,7 — 1,0 pog/H@R)
mais a 5-flucitosina (100 mg/kg por dia) € utilizada, seguido slada consolidacdo com o
uso de 6 mg/kg por dia do fluconazol e fase da manutencédo prolongadaddil2G0 mg
por dia do fluconazol (CHEN; PLAYFORD; SORRELL, 2010; PERFECH®Igt2010). A
combinacdo da AMB mais a 5-flucitosina esterilizam o liquidaloafaquidiano (LCR) mais
rapidamente quando comparados ao uso da AMB sozinha, AMB mais o fluconazaiso
do fluconazol sozinho (BICANIC et al., 2007; DROMER et al., 2008).
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A AMB pode ser substituida por suas formulacdes lipidicas, incluiadéogericina B
lipossomal (3-4 mg/kg por dia) e o complexo lipidico da anfoteriBin® mg/kg por dia)
durante a fase de inducédo, quando o paciente apresentar pré-disposighsfyragao renal.
Em localidades em que a 5-flucitosina ndo estiver disponivekeada inducdo pode ser
substituida pelo uso AMB (0.7 mg/kg por dia) mais fluconazol (800 englip), seguida da
fase de consolidacéo de fluconazol (800 mg por dia) por 8 semagaané@o ndo houver a
AMB, usa-se o fluconazol (800 — 1200mg por dia) mais 5-flucitosina ifi§&g por dia)
durante 6 semanas durante a fase de inducédo (PERFECT et al., 2010).

Casos de pneumonia leve a moderada, o uso de fluconazol ou itracona@dl2por
meses € recomendado (PERFECT et al.,, 2010). O itraconazol ndo énmdadm para
pacientes com neurocriptococose por nao ter boa penetracdo no ligBRABBNIAN;
MATHAI, 2005).

1.8 Novos farmacos e substancias com potencial atividade antifangica

O voriconazol e o posoconazol sdo novos agentes antifungicos azoélicoseoradeo
de acdo também € na enzima lanosterob demetilase. Ndo h&d dados sobre o uso do
voriconazol e posaconazol como tratamento primario da meningoencefglitecococica,
porém, sdo indicados como terapia alternativa quando o fluconagotegetra indisponivel
ou é contraindicado (CHEN et al.,, 2013; PERFECT et al.,, 2010). O voricopazsti
excelente atividade no tratamento contra a criptococose (MATTEI.,e2013; SCOTT,
SIMPSON, 2007). O ultimo agente azélico langcado em 2006, foi o isavuconaz@osgie
formulacdes intravenosas e orais, e é necessario apenas umaadeseodn um perfil de
seguranca muito bom (GAFFI, 2016). O isavuconazol é um triazol ple® &spectro que tem
demonstrado boa atividade contra isoladosCdeneoformanse C. gattii em ensaios de
microdiluicdo em caldo (ESPINEL-INGROFF et al., 2015; THOMPSDHI., 2016). Outros
antifingicos, como a nistatina ou alilaminas, ndo sdo suficientenadasorvidos ou sao
toxicas, portanto, seu uso é limitado para o tratamento da criptoc¢CHELHO;
CASADEVALL, 2016).

Compostos sintéticos como o0s heterociclos tiazolicos tém moseadelente

atividade antifungican vitro contraC. neoformangs C. gattii e baixa toxidade (PEREIRA
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DE SA et al., 2015). Derivados de tienopirrolidona também mostrarsitaaké antifingica
in vitro contra uma gama de fungos, incluind®, neoformansC. albicanse Aspergillus
fumigatus mostrando ser uma classe de substancias que merecem madiates ESAO et
al., 2015).

Coelho e Casadevall (2016) citam em sua revisdo, diversos farotdzaglos para
outros fins que possuem atividade anticriptococécica, como, alguns lamiitieos,
antivirais, farmacos que atuam em neurotransmissores, inibidoregm d calcineurina,
inibidores da redutase 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA e alguns imunonaoldués como, os

anticorpos e interferon

1.9 Alvos potenciais para estudos de novos antifungicos

As semelhancas entre a maquinaria celular dos fungos e dos haeresios
proporcionam um desafio no tratamento das doencas fungicas, por issoenad m
medicamentos disponiveis para tratar doencas fungicas em coawparaq doencas
bacterianas ou virais (IDNURM et al.,2005). Existe uma variedglenacromoléculas
essenciais para a sobrevivéncia, crescimento, viruléncia e r@oefsgcelular dos fungos que
tem sido proposto como potenciais alvos de novos agentes antifung2DS;(BROWN;
GOW, 2003). Os farmacos utilizados atualmente apresentam ahasdote focados, direto
ou indiretamente sobre a parede celular e na membrana plasneatica particular no
ergosterol ou em sua biossintese. Alvos em outros locais da o&lialen,sportanto, uma
inovacao para novos agentes antifungicos (Figura 6) (ODDS; BROWN; GOW, 2003).
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Figura 6 — Esquema dos alvos de farmacos existentes e pigsalves contra&Cryptococcus
spp. Retirado e adaptado de COELHO; CASADEVALL,&01

Um importante alvo de estudo para novos farmacosra&ryptococcusssp. € a
capsula polissacaridica e sua via de biossintdselfADA; WOLF; CASADEVALL, 2015),
pois, € uma estrutura que o difere das outraglieas e apresenta importantes fatores de
viruléncia (DOERING, 2009). E visto também que miga acapsulares ndo sio virulentos
(SIONOV; CHANG; KWON-CHUNG, 2013). Outro alvo impgante € a melanina ou a
enzima produtora da melanina, a lacase. A melapode absorver radicais do estresse
oxidativo e compostos toxicos, como moléculas angicas (DUIN; CASADEVALL;
NOSANCHUK, 2002; NOSANCHUK; CASADEVALL, 2006). Asnegimas produzidas pelo
Cryptococcugambém merecem destaque quando se tratando de alowssAs fosfolipases,
ureases e proteinases possuem fatores de virulgnp@tante para a infeccdo da doenca
(GUIMARAES et al., 2011; MCFADDEN et al., 2007; SHi al., 2010; YOO et al., 2004).
Outra alvo de acdo que merece estudo é a via dmealina que € uma via altamente
conservada e esta relacionada a capacidade. seoformanse C. gattii crescerem a alta
temperatura. E visto que o0s imunossupressores ninitze calcineurina (COELHO;
CASADEVALL, 2016).

O processo de descoberta e desenvolvimento dedasnéacomplexo, longo e de alto
custo, tendo suas raizes profundamente ligadasn@sgbes cientificas e tecnoldgicas
(GUIDO et al., 2008). Os avancos expressivos daigaie biologia e a melhor compreensao
de vias bioquimicas, alvos moleculares e de memasisque levam ao aparecimento e

desenvolvimento de doencas, tornaram possivel eobleda de inovacdes terapéuticas,
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proporcionando melhorias significativas na qualidade de vida das diversaagéesuho
mundo (GUIDO; ANDRICOPULQO; OLIVA, 2010).

Na aplicacdo de estratégias de planejamento de farmacos, os ekisdu®cessos
evolutivos de reconhecimento molecular em sistemas bioldgicos assugnamae
importancia, pois constituem as bases fundamentais para a afinidatktiddade. Diante
desse complexo paradigma, as ferramentas biotecnologicas teatidornnformacgdes
extremamente Uteis para a descoberta de farmacos (GUIDORKMNOPULO; OLIVA,
2010). O desenvolvimento de farmacos sintéticos e semissintéticosaliaagdo de
modificagbes estruturais produzidas pela introducdo ou a substituic@pupamentos
quimicos podem alterar as propriedades fisico-quimicas das naslédais como a
hidrofobicidade e a densidade eletrbnica, levando ao desenvolvimento deosnalag

ativos, seletivos e menos téxicos (MUSIOL et al., 2010).

1.10 Heterociclos tiazdlicos

As substancias da classe dos heterociclos tiazdlicos sdo forrpadasm anel
aromatico de cinco membros contendo enxofre na primeira posigéim@Enio na terceira
(Figura 7). Esse anel pode ser substituido nas diversas posigids,as® e 4 as mais
comuns. Os tiazois possuem uma cor amarelo claro e seu ponto decebuled 16-118°C.
A classe dos heterociclos tiazdlicos é usada como um interioedana a fabricacdo de
drogas sintéticas, fungicidas e corantes, sendo que o anel det tamuntrado naturalmente
na vitamina Bl (SIDDIQUI et al., 2009). A busca por novas teragiasakcologicas tem
levado varios pesquisadores estudarem os heterociclos tiazolicak dewuas propriedades
farmacoldgicas. Varios estudos tem mostrado que esses compostgmtites acdes
microbianas, anti-inflamatorias, anticonvulsivantes, hipoglicemianténiarabiana, anti-
inflamatoria e analgésica (GORCZYNSKI et al., 2004; HOLLAalet 2003; KUMAR et al.
2007; LESYK et al., 2006).
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Figura 7 —Nucleo tiazolinico das substancias da classe el@sdticlos tiazolicos. Retirada
de DE SOUZA et al., 2005.

Ha varios medicamentos contendo o nucleo tiazajnéendo comercializados por
diversos laboratérios no mundo (Figura 8). SendonuEs conhecidos o sulfatiazol
(METZGER, 1979; KLEEMAN; ENGEL, 2001), um importanntibiético bacteriostatico de
amplo espectro, que € analogo a estrutura do gmada-aminobenzéico (PABA) e atua
inibindo competitivamente a enzima bacteriana,idiielpteroato sintetase, que é responsavel
pela incorporacédo de PABA no &cido dihidrofélicqerecursor imediato do acido folico. Isto
bloqueia a sintese de acido dihidrofdlico e dimiauguantidade de acido tetrahidrofdlico
metabolicamente ativo, um cofator para a sintespude@as, timidina e DNA (GILMAN et
al., 1990). O ritonavir (Norvir®), um medicamenttlisado no combate ao virus HIV que
atua inibindo a protease do HIV e inativa potems&ite o citocromo P4503A4 (CYP3A4), a
principal enzima humana metabolizadora de farmagosinibir o CYP3A4, o ritonavir
aumenta as concentracdes plasmaticas de outroadasnanti-VIH oxidados pelo CYP3A4,
melhorando assim a eficacia clinica (SEVRIOUKOVAWLOS, 2010). As epotilonas A e
B, produtos naturais que possuem potente atividatieumoral e o pirofosfato de tiamina,
presente em uma variedade de enzimas que catalieagbes de descarboxilacado
(descarboxilases) e de condensacao do tipo alddlidalases) (DE SOUZA et al., 2005).

Em estudosin vitro utilizando substéncias tiazolinicas contra isotadite C.
neoformanse C. gattii, foi visto que as substancias apresentaram osreweralores de CIM
de 0,45ug/ml para o isolado ATCC 2406T( neoformanse CIM de 0,9ug/ml para o
isolado ATCC 24065(. gatti). O estudo mostrou uma triagem em busca de umivebss
alvo de acado da substancia na célul&€dgtococcuspp. porém, ainda nao € concreto o alvo

de acdo dessas substancias no micro-organismoE(RBFDE SA et al., 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

A criptococose é uma micose sistémica com uma alta taxanakalidade,
principalmente em individuos imunocomprometidos. Essa doenca causa armialmment
milhdo de novos casos e a morte de mais de 625.000 individuos. As egpésesdestacam
causando a criptococose sdoneoformans C. gattii. Ambas infectam o sistema nervoso
central, causando a meningoencefalite (CME), que é a manffestdgica mais comum da
criptococose. As infecgbes poCryptococcus spp. aumentaram drasticamente como
consequéncia da época de transplantes e da pandemia da SIDA em 1980.

Em comparagcdo com o0s antibidticos e antivirais, a quantidade déngitifs
disponiveis no mercado sdo poucos, sendo a anfotericina B, flucitosinagoerazolicos
os farmacos utilizados para o tratamento da criptococose. Apesdispiaibilidade dos
agentes antifungicos possuindo atividade anticriptococécica, a mortakdadeicesso do
tratamento prevalece alto devido a emergéncia de isolados qoenamrn resistentes a
alguns dos agentes antifungicos. Além disso, alguns dos antifungicosrdado sao toxicos
para os humanos e sua administracdo deve ser controlada. Algundes dmimundo néo
fazem a administragdo de determinado farmaco por ndo posswindipdes financeiras. Os
antifingicos que mostram um melhor resultado no tratamento da cdpsecsao caros e em
muitos paises subdesenvolvidos que ndo possuem condi¢cdes financeirastrptamento
adequando, utilizam apenas fluconazol, sendo necessario, em muitos cézsas,doses
muito elevadas por um longo periodo, favorecendo o surgimento de is@adtasntes a esse
farmaco. A partir deste cenério, € clara a necessidadedisaevolver novos farmacos que

sejam de baixo custo, seguros e eficientes para o tratamento da criptococose.

O estudo de substancias sintéticas com atividade biolégica e a manipulag@a qai
estrutura molecular dessas substancias pode levar ao desenvolvimarmiwas moléculas
com melhor atividade antifingica, que apresentem menor toxicidadeneenor tempo de
tratamento das infec¢des fungicas. Nesse contexto, o estudo pegaeiendmento de novas
substancias sintéticas com potencial antifungico cdhtnaeoformang C. gattii a partir da
avaliacdo da atividade vitro ein vivo auxilia no desenvolvimento de novos medicamentos,

ampliando o arsenal de drogas eficientes para o tratamento da criptococose.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade antifingica de compostos sintéticos e estadeitos fenotipicos

causados por essas substancia€eneoformang C. gattii.

3.2. Objetivos Especificos

- Triar um arsenal de substancias sintéticas e obter aquelas que apreserdade contr&.
neoformanse C. gattii e que, além disto, apresentem baixa citotoxicidade em células de
mamiferos e uma boa lipossolubilidade.

- Analisar a concentracao inibitéria minima das substanciashea®icontra isolados d&.
neoformans C. gattii.

- Avaliar o sinergismo das substancias escolhidas com os antidgng utilizados no

tratamento da criptococose.

- Caracterizar os possiveis danos causados na estrutura delulredura, pela acdo da

substéancia contra@©ryptococcus.

- Verificar a inibicdo de fatores de viruléncia das célatgstocococicas frente as substancias

de estudo.
- Analise da genotipagem molecular dos isoladdSrgptococcuspp. em estudo.

- Verificacéo da toxicidade das substancias e sobrevidaadieria mellonella.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Micro-organismos

4.1.1 Identificacdo genotipica dos isolados de Cryptococcus spp.

Os micro-organismos utilizados no presente estudo foram gentilroedigos pelo
professor Daniel de Assis Santos, do Laboratério de Micologia ddutnstie Ciéncias
Bioldgicas - UFMG. Todos os isolados @e gattii e C. neoformangoram armazenados a -
80°C em caldo Gymp com 15 % de glicerol. A identificacdo genotipalacular foi feita
para os isolados descritos na tabela 2. Para a comparacédo do batuefanaen utilizados
padrbes sabidamente identificados quanto a genotipagem moleculaleSas ésolados:
CN55, CN56, CN57, CN58 e H99 da espécieneoformang CG59, CG60, CG61, CG62,
R265 da espécie d&. gattii. Os isoladoATCC32608, 290933 e 29/2893 da espé&tigattii

também foram inclusos para identificagcdo molecular.

Tabela 2 -Relacdo de isolados daryptococcus neoformaresC. gattii que foram feitos os
testes de identificacdo genotipica.

Cryptococcus gattii Cryptococcus neoformans
I\il;)(;?ae dgo Genotipagem Sorotipagem ’\il;;rl]: dgo Genotipagem Sorotipagem
CG5h9 VGI CN55 VNI A
CG60 VGl CN56 VNII A
CG61 VGlII CN57 VNI AD
CG62 VGIV CN58 VNIV D
ATCC 24065 ATCC 24067
1913ER 96806
23093 ATCC 28957
ATCC 24056 WP
196L/03 F10
23/10993 CN31
VM-
175/01 MCMMPI
L28/02 ATCC 62066
L24/01 5396
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Cryptococcus gattii Cryptococcus neoformans
I\ilé)é?; dgo Genotipagem Sorotipagem I\il;)(;?ae dgo Genotipagem Sorotipagem
L27/01 28 JF
547/0TTI/94-
PI-10 LMM820
ICB 181 27JF
R265 VGII B H99 VNI A
ATCC32608 CNP3
290933 CN78
RNO1
29/2893 CNN818

Extracdo do DNA

Para extracdo do DNA total, os isolados G@kyptococcusspp. do presente estudo
foram crescidos em agar Sabouraud por 24-48 horas a 37 °C. Aposmemescas colonias
foram ressuspendidas em 100 pl de tampéao de lise [Tris-HCI 0,05MA BIWD5M, NacCl
0,1M e SDS 1% (p/v)] e incubadas em banho-maria a 65 °C por 45 minutcsedtida,
foram adicionados 200 pl de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) aos tulmss rmesmos
foram homogeneizados 20 vezes por inversao e centrifugados a 14.000 gmie dur
minutos. O sobrenadante foi retirado com auxilio de uma pipeta eettdagfara outro tubo,
ao qual foi adicionado (v/v) de isopropanol. Os tubos foram deixadosepouso a
temperatura ambiente durante 15 minutos para precipitacdo do DNA.eApasetapa, 0S
tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante &otatEspor
inversao, e aellet formado, foram acrescentados 200 pl de etanol 70%. Efetuou-se
novamente uma centrifugacéo a 14.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante f@mevam
descartado por inversdo e acrescentou novamente 200 pl de etanol 70ko sy
centrifugacdo a 14.000 rpm. Os tubos foram mantidos a temperatuentaiernightpara
evaporacao total do etanol. Apds essa etapa, o DNA foi ressuspenmdiioué de tampéao
Tris-EDTA 0,1M (TE) pH 8,0 e estocado a -20°C.
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PCR fingerprinting GTG)s

Para confirmacdo do agrupamento genotipico das leveduras, os isteaios
submetidos a analise molecular, por meio de PCR utilizando-seciadon (GTG3 (5'-
CTGGCTTGGTGTATG-3'), segundo de Meyer e colaboradores (1993). (Gaddo de
PCR foi realizada em um volume final de 25ul, contendo 2,5 ul de tadgp&LCR 10X
(Thermo Fisher Scientific), 1,5ul de Mgl,5 M (Thermo Fisher Scientific), 1,0 ul de dNTP
10 mM, 2,0 ul do iniciador (GTG)a 10 pmol/ pul (MWG Biotech), 100 a 250 ng de DNA e
0,2 ul de Tag DNA Polimerase 1,25 U/l (Thermo Fisher Scientdio volume final foi
completado com agua deionizada. As reacdes de PCR foram realizidldaando-se o
termociclador Eppendorf flexlid nexus SXle. O programa de @alagonsiste de uma
desnaturacao inicial a 94 °C por 2 minutos, seguida por 40 ciclos deudas@ata 93 °C por
45 segundos, anelamento a 50 °C por 2 minutos e extensao a 72 °C por 1 neixtetos&o
final a 72 °C por 6 minutos. Os produtos de PCR foram analisados fpofoetse em gel de
agarose 1,4% (p/v) em tampéao TBE 0,5 X (54 g de Tris-base, 27,5 g de acido borico, 20 ml de
EDTA 0,5M, pH 8,0). Os amplicons foram previamente corados com solucéelBeds
(Biotium, USA), visualizados sob luz ultravioleta e fotografado® me$tema de foto-

documentacéo de gel (Vilber Lourmat, Franca).

4.2. Substancias experimentais

No presente trabalho foi realizada uma triagem com 81 substasioigticas,
pertencentes ao banco de substancias sintéticas da professata Barbosa de Oliveira do
Departamento de Produtos Farmacéuticos da Faculdade de Farandcizelsidade Federal
de Minas Gerais - UFMG.
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4.3. Preparo do in6culo

Os in6culos foram preparados a partir de colbnias jovens, comnoeesciem agar
Sabouraud Dextrose (ASD), durante 48-72 horas, a 35°C e entdo, ressuspandidass
contendo solucao salina (0,9%) estéril. A transmitancia dos inéculestfm ajudada para
75-77% sob o comprimento de onda de 530 nm, o que corresponde a°lax 20 16
células/ml. Logo, este indculo inicial foi diluido em RPMI 1640g4sa, St. Louis, MO,
USA) acrescido de MOPS 0,165 mol/L, numa propor¢éo de 1:50 e, endesegovamente
diluido, numa proporcédo de 1:20, de maneira a atingir uma suspensaoxcbdd 1 x 16
células/ml, de acordo com o protocolo M-27-A3 (CLSI, 2008).

4.4. Triagens das substancias

A triagem das substancias foi realizada contra os isoladosCrgptococcus
neoformangATCC24067) eC. gattii (L27/01). Os ensaios de microdiluicdo foram realizados
seguindo as orientacdes prescritas no CLSI, protocolo M-27-A3 (CLE).2As substancias
foram dissolvidas em dimetilsulféxido (DMSO 0,5%) e diluidas em rR&d11-1640 com
MOPS 0,165 mol/L para se obter uma concentragéao final de 250 pg/ml das substancias.

Os controles fora realizados nas colunas 1 e 12:

a) Controle de esterilidade do meio — CEM: 200 pl do meio RPMI com 3@

coluna 1, pocos A a D).

b) Controle negativo — CN: 100 pul de meio RPMI com MOPS e 100 ul do in6culo

(coluna 1, pocos E a H).

c) Controle do diluente das substanicas — DMSO: 100 pul de meio REWVIMOPS +
DMSO a 0,5% e 100 ul de in6culo (coluna 12, pocos A a D).

d) Controle de antifungico — Anfotericina B: 100 pl de meio RPMI dd@PS e
Anfotericina a 1,0 pg/ml e 100 ul de inéculo (coluna 12, pocos A a D).
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A figura 9 a seguir apresenta a disposicdo dast&utias e dos controles na

microplacas empregadas nos teste de microdilui¢ao.

Triagem das substancias
A

» [000000000000
ol |8 [OOOOOOOODOOD | puso
Hlelele olololelelelolole
Hlelele olololelelelolele
Hlelele ololololelelolele
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Figura 9 — Esquema da placa de microdiluicdo para o ensaitiaigem. Os ensaios de
triagem foram realizados nas colunas 2 a 11. Cantrae na coluna 1: CEM — esterilidade
do meio RPMI mais MOPS (pocos A - D), CN — contnodgyativo contendo indculo e meio
RPMI mais MOPS (pogcos E — H) e na coluna 12: Cémtdo DMSO - diluente das

substancias (pocos A — D) e controle com antiftmgi@nfotericina B (pocos E — H).

Na triagem de microdiluicdo foram preparadas Zapiacas (uma para cada isolado
de Cryptococcul Cada poco da placa entre as colunas 2 a 1lacoid®0 pl da substancia a
250 pg/ml (concentracdo adotada para aumentar palpfillade de se encontrar maior

namero de substancias com atividade antifungica).

Apés a preparacao das placas, todos os poc¢os dordsrsubstancias e controles, com
excecao do controle negativo, receberam {dl0fo indculo fangico. Todos os ensaios foram
realizados em duplicata e repetidos pelo menowvé&ass. As placas foram incubadas a 35°C
durante 72 horas e a leitura foi realizada visuatsesendo que a CIM foi considerada como
a inibicao total do crescimento quando comparador@gcimento do controle. As substancias
que tiveram uma concentracdo inibitéria minima (Llvhaior que 250 pg/ml foram
dispensadas e as que tiveram uma CIM menor sofrdiamdes seriadas em meio RPMI-
1640 mais MOPS para chegar a CIM da substancia.
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4.5. Citotoxicidade em macréfagos murinos

O ensaio para verificacdo de citotoxicidade das substanciasaendfagos murinos
foi feito em parceria com a professora Elaine Maria de &&agundes do departamento de

Fisiologia da Universidade Federal de Minas Gerais.

Foram obtidos macrofagos peritoneais de trés camundongos BA&Bkas de 6
semanas. Para isso, foram injetados 3 ml de tioglicolato de 88€)q6r via intraperitoneal.
Apoés 72 horas, os camundongos foram submetidos a eutanasia e mergulhadosoem
70°GL para desinfec¢cdo. Em um fluxo laminar, a membrana peritaeaigosta e injetados
5 ml de PBS 1X na cavidade peritoneal a fim de coletar os mgosif&sse processo foi
repetido duas vezes. O volume foi aspirado com o auxilio de umaasgqtiagem seguida foi
transferido para um tubo de polietileno 50 ml e, posteriormente, agailid (10 min, 159,
4°C). O sedimento de células foi ressuspendido em RPMI 1640 com 10% ftaidsovino
(SFB) e a densidade celular determinada por contagem dos rgasrd@en camara de
Neubauer.

Para execucdo do ensaio, utilizaram-se placas de 24 pocos, ondey-seldca 10
células/poco de macrofagos, foram pré incubados a 37 °C por 12 horasifanca@st 5% de
CO,. Apos a incubagédo, o meio de cultura foi removido e foram acrescidos dé0neio de
cultura RPMI + 10% SFB contendo as substancias experimentasmoentracao de 0,032 a
500 ug/ml. Em cada poco identificado como “branco” foram acrescentados! t@Onpeio de
cultura RPMI + 10% de SFB. Também foi feito o controle utilizandbuconazol e o
itraconazol nas mesmas concentracdes das substancias. Apomeritatas células foram
incubadas a 37°C por 24 horas em estufa com 5% de O€pois da incubacéo, foi
adicionado 10 pL de MTT (0,5 mg/ml) por pogo e incubou por mais 4 horas @&i37€6tufa
com 5% de C® Em seguida, os cristais de formazan foram dissolvidos com alogis de
isopropanol/HCI 0,04M. A absorbancia (Abs) das amostras a 485nm foi detdenmio leitor

de microplacas SpectraMax M5 (Molecular Devices).
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4.6. Microscopia Optica de fluorescéncia

O ensaio de microscopia para avaliar possiveis danos na estrutursactd$agos
BMDM - de medula Gssea, foi feito em parceria com a DraadaliAlves Silva do

Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Minas Gerais.

Para o procedimento de aquisicdo dos macrofagos, foram utilizados canasdong
machos de 8-10 semanas. Os camundongos foram sacrificados por desioczervical e
desinfectados com etanol 70%. Apds a desinfeccado foi feito umaoinmisabddémen para
exposicdo das patas traseiras, visando expor as articulacdefebaai e fémur/tibia. Apds a
remocao, as patas traseiras foram colocadas em um tubo corta@aérante 1 minuto e
depois colocadas em PBS 1X. Removeu-se todo o tecido muscular dosoossascidio de
tesoura e gaze estéril. A medula foi coletada pelo canal mettufémur e da tibia com 2 a
5ml de RPMI gelado, sendo transferida para um tubo falcon mantido enAgék a coleta,
as células foram centrifugadas em meio RPMI-1640, o sobrenddadéscartado e pellet
ressuspendido em 20 ml de RPMI-1640. As concentracdo das célalas dustadas para
1x10” ml. Adicionou-se penicilina e estreptomicina para o controle miatotdas células.
Em uma placa de 24 pocos contendo laminulas circulares, foi plaqueaddalswiucao,
onde as placas foram incubadas por 7 dias em estufadesec® 37 ° C para a diferenciacéo

celular.

ApoOs a diferenciacdo celular, os macrofagos foram lavados umawegatina para
remocdo da penicilina e estreptomicina. Os macréfagos YLf@tam tratados com as
substancias RI 82, HTI 7 e Rl 06 na concentracdo igual a conémirabitéria minima
(CIM) em meio DMEM, por 30 minutos, sendo mantidas em estufa a +8% @hacrofagos
foram lavados com PBS 1X e adicionou-se 500 pl de paraformaldeido 4%mhAsilas
foram retiradas das placas e colocadas sob laminas, que aidaségam coradas com
faloidina e DAPI e visualizadas em um microscopio eletrbnico deregscéncia Nikon

Elements em 100X.
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4.7. Hemodlise em eritr6citos humanos

O ensaio de hemdlise em eritrécitos humano foi executado ergripagom a
professora Beth Burgwyn Fuchs e o professor Eleftherios MylodakBrown University —
EUA.

A atividade hemolitica das substancias foi determinada utilizangmtocolo de
(ROSCH et al., 2010). Em uma placa de 96 pocosull8 2% de eritrocitos humanos foram
adicionados a 50 pl das substancias nas concentracdes de 0,0¢8rl6diluidas em série e
incubados por 1 hora a 37°C. ApoOs esse procedimento, a placa foi ceddritud®0 xg
durante 5 minutos e entdo, 50 pul do sobrenadante foi transferido pamouanglaca, e a
absorbancia a 540 nm foi mensurada. Como controles foram incluidos: BBH#68% de
lise) e Triton X-100 em diferentes concentracfes (1% a 0,001%)vidaae hemolitica foi
determinada pela quantidade de proteina necessaria para BsadasOcélulas dentro do

tempo atribuido.

4.8. Avaliagéo da lipossolubilidade

A lipossolubidade das substancias ativas foi avaliada, segundo a mewdsada
por Masunari & Tavares (2006), visando obter informacdes sobre a hidrofdbicitdes
moléculas, permitindo inferir sobre a capacidade destas depd&rana membrana
hematoencefalica. Para isso, o0s descritores estruturais dddizpara representar a
hidrofobicidade das substancias foi o logaritmo do coeficiente degmctalculado, CLogP
(CLogP Program verséao 4.0, Biobyte Co). Este calculo foizagdi pela Profa. Dra. Renata
Barbosa de Oliveira do Departamento de Produtos FarmacéuticosulidaBacde Farmacia
da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG.
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4.9. Ensaio de microdiluicdo em caldo — Concentragéo inibitéria minima
(CIM)

Esse ensaio foi realizado com as substancias que apreseatamdade no teste de
triagem e nao apresentaram toxicidade em macrofagos murinestes tle CIM foram
realizados seguindo as orientacdes prescritas no CLSI, protocoleAd-@7LSI, 2008) com
doze isolados d€. gattii e doze isolados dé. neoformanslescritos na tabela 3. Assim, as
substéancias teste foram dissolvidas DMSO 0,5% e, em seguida, goeparadas diluicbes
seriadas em meio RPMI 1640 mais MOPS 0,165 mol/L. Posteriormi@t@l de cada
diluicdo foi distribuida em microplacas de 96 pocos. O controle deiroesgo do micro-
organismo foi constituido de 1Q@ do in6culo da levedura mais 100 de RPMI, e o
controle de esterilidade apenas com o meio de cultura. A fab@afdr para a diluicdo das
substéancias teste foi de 250 — 0,48 pg/ml. O fluconazol e a anfaaeBc(Sigma, USA)
foram incluidos como controles positivos dos antifingicos e a faikervalar das
concentracdes dos farmacos foram de 32 — 0,6 ug/ml e 8 — 0,01 pg/mtjvaspatde. Apos
a preparacdo das placas, todos os pocos das diluicbes e controlexcegéo do controle
negativo, receberam 100l do in6culo fangico. Todos os ensaios foram realizados em
duplicata e repetidos pelo menos trés vezes. As placas foram irew@&8aC durante 72
horas e a leitura foi realizada visualmente, sendo que a CIMrisiderada como a inibicdo
total do crescimento quando comparado ao crescimento do controle. Rataraa do
fluconazol foi considerada a inibicdo de 80% do crescimento quando compzwado
crescimento do controle. Esse ensaio foi feito com todos os isaa@rgptococcuspp. do

estudo.

Tabela 3— Isolados de€riptococcus gattie C. neoformangjue foram utilizados no presente
estudo.

Cryptococcus gattii Cryptococcus neoformans
ATCC 24065 Isolado clinico ATCC 24067 Isolado clinico
1913ER Isolado clinico 96806 Isolado clinico
230933 Isolado clinico ATCC 28957 Isolado clinico
ATCC 24056 Isolado clinico WP Isolado clinico
196L/03 Isolado clinico F10 Isolado clinico
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Cryptococcus gattii Cryptococcus neoformans

23/10993 Isolado clinico CN31 Isolado ambiental
175/01 Isolado clinico VM-MCMMPI Isolado clinico
L28/02 Isolado clinico ATCC 62066 Isolado clinico
L24/01 Isolado clinico 5396 Isolado clinico
L27/01 Isolado clinico 28 JF Isolado clinico
547/0TTI/94-P1-10  Isolado ambiental LMM820 Isolado clinico
ICB 181 Isolado ambiental 27JF Isolado clinico

Legenda: ATCC - American Type Culture Collection

4.10. Ensaio da concentracéo fungicida minima

Este ensaio foi feito de acordo com Regassini e colaboradores (2068)céntracao
fungicida minima (CFM)n vitro de cada substancia foi determinada por meio do estriamento
de todo o conteudo de cada poco que apresentou 100% de inibicdo no teste da CIM, em placas
de Petri contendo o agar Sabouraud dextrose (ASD). Essas placas foram ine@38dagor
72 horas. A menor concentragdo em que nao houve crescimento dastononsiderada a
CFM. Esse experimento foi realizado trés vezes e em dupla@tatodos os isolados de

Cryptococcuspp. mencionados no item 4.7.

4.11. indice de seletividade

Dados do 16 em macréfagos murinos e de concentracao inibitdria minima (CIM)
foram utilizados para calcular o indice de seletividade (I$pda substancia, como proposto
anteriormente por Protopopova e colaboradores (2005). O IS foi determinadaz@&® do
valor do 1Gy, em macrofagos murinos dividido pelo valor do CIM. Calculou-se o
IS=ICs¢/CIM. Valores maiores que 10 foram considerados indicativos de @séac
toxicidade, enquanto substancias com valores abaixo de 10 foram calasdéracas. Esse
calculo matematico foi realizado com os valores dg é8 macréfagos murinos e o valor de

CIM de cada isolado déryptococcuspp. mencionados no item 4.7.

51



4.12. Ensaio de curva de morte

Apés a determinacdo da CIM, foram preparadas placas contendo dildigées
substancias experimentais, em concentracdo igual ao valor de CtMa vezes a
concentracdo da CIM, um controle negativo, apenas com meio de ailtura controle
positivo com meio RPMI 1640 acrecido de MOPS 0,165 mol/L mais o indéculactirigpos
a preparacdo das placas, todos os pocos das diluicbes e controlexcegéo do controle
negativo, receberam 1Q0 do indculo fungico preparado conforme o item 4.2. Essas placas
foram incubadas a 35°C por 72 horas e durante esse periodo foram redé#adas em
diferentes intervalos de tempo, come¢ando com o momento da inoculag@o @ero) e
seguindo com leituras em 3, 6, 12, 18, 24, 48 e 72 horas. Nos intervalos prérdeltes,
foram removidas aliquotas de 100de cada poco e plaqueadas em placas de Petri contendo
ASD e incubadas a 35°C por 72 horas. Apés a incubacgédo, as coldéniasccéoratias para
deteminacdo das unidades formadoras de colonias (UFC). Rémbomacdo da curva de
morte em funcéo da porcentagem de células viaveis ao longo do teensyradas com base
na absorbancia, foram adicionados aos 100restantes, 10ul de MTT (3-(4,5-
dimethylthazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) (Amresco, EUAN sal tetrazoélico
de cor amarelo utilizado para a mensuracdo da sobrevivéncia eerpgéld celular
(MOSMANN, 1983) e as placas foram novamente incubadas por 3 horastura bei
realizada em leitor de microplacas VERSAmax (Molecular €s)i pelo programa
Softmax® Pro 5 (Molecular devices), com absorbancia de 490 nm. Ossvdéoadsorbancia
dos pogos com as diluicdes foram comparados com o controle positiveeseilbsdos foram
expressos em porcentagem de células viaveis, comparado concimentés do controle ao
longo do tempo de incubacdo (SANTOS et al., 2012). Esse experiroergalizado apenas
uma vez e em duplicata, com todos os isolado8rgiptococcusspp. mencionados no item
4.7.

4.13. Avaliagdo da concentracao inibitéria fracional

As substancias experimentais foram diluidas oito vezes, as c@géest utilizadas
foram escolhidas de acordo com os resultados encontrados no ensdibh dam@hbém foram
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preparadas diluicdes do fluconazol e da anfotericina B (Sigma, BP8&deriormente, 50 pl
de cada diluicAo da substancia a ser testada foi adicionadplatas de 96 pocos em
orientacdo vertical e 50 pl das diluicbes do fluconazol foram adicisnana posicao
horizontal. Dessa forma, cada placa apresentou varias combirdegdamcentracdes da
substancia a ser testada com o fluconazol. O mesmo procedimentealiagado em
combinacdo com a anfotericina B. O in6culo foi preparado de acordo é¢mm @.2 e as

placas foram incubadas a 35°C por um periodo de 72 horas.

A concentracéo inibitéria fracional (CIF) foi calculada pela bimacdo da CIM da
substancia com anfotericina B (ou fluconazol) dividida pela CIMuttatancia sozinha e da
CIM da anfotericina B (ou fluconazol) sozinha. O indice de CIFIjdoi calculado pela
soma das CIFs da anfotericina B e da substancia experimentfit® de sinergismo foi
considerado quando o valor de CIFI 8,5, e a auséncia de interacdo quando o indice foi de
>0,5 até 4,0 e o antagonismo quando o indice foi >4,0 (CUENCA-ESTRELLA,. 20§80
experimento foi realizado duas vezes em duplicata, com todos adosaleCryptococcus

spp. mencionados no item 4.7.

4.14. Ensaio de fagocitose

Cultura de macrofagos peritoneais

O lavado peritoneal dos camundongos foi obtido conforme o descrito no #eBnal.
seguida, as células obtidas foram centrifugadas a 1200 rpm pandtdsno sobrenadante
foi descartado e adicionou-se 9 ml de agua e 1 ml de PBS 10Xsmartempo, ambos
estéreis, para a lise das heméacias. O material foi novaroentiéfugado sob as mesmas
condicbes e o0 sobrenadante foi descartado. Em seguida, adicionou-sie IRPMI 1640

suplementado com HEPES (6g/l) e 10% de soro fetal bovino inativado.

Para a verificacdo da fagocitose, foram preparadas plac@$ plegos contendo uma
laminula circular e a quantidade de 3Xt@créfagos em cada pogco em um volume final de 2
ml de RPMI com soro fetal bovino (NETSKI; KOZEL, 2002). Para iwe&@do da atividade
fungicida dos macrofagos as placas ndo tinham laminulas, masase@s outros passos da

preparacao. As placas foram incubaokesrnightem estufa com 5% G@ 37°C.
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In6culo

O isolado L27/01 deC. gattii foi cultivado em ASD a 35°C durante 48 horas. As
células crescidas foram transferidas para uma solucdo sadidsil e o inoculo foi
quantificado em camara de Neubauer para 6*°Xel@duras por poco, seguindo a proporcdo

de 5 leveduras para cada macrofago. O indculo foi ajustado em meio RPMI.

Atividade fagocitica e fungicida de macrofagos murinos

As células fangicas foram previamente tratadas com as soiasté&xperimentais, na
concentracdo igual a CIM, em meio RPMI com soro fetal bovino, poriB0tes, sendo
mantidas em estufa com 5% €@37°C. Apos este periodo as células foram lavadas e 1 ml
da suspenséo de leveduras foi adicionado as placas, as quais foramnt®vacnbadas por
2 horas em estufa com 5% ¢€®37°C.

Apébs o periodo de incubagdo, o meio foi retirado das placas e cadaoptayado
com 1 ml de PBS, e depois descartado. Em seguida, adicionou-se 300 pthdel meas
laminulas foram retiradas e colocadas sobre as laminas paexjquostnte, serem coradas
com o Kit pandtico (Renylab, Brasil). Durante a analise dam&mnalém da contagem e
avaliacdo da proliferagdo de leveduras intracelulares, foramvalssre contabilizados a
cada 100 macrofagos o numero de macrofagos fagociticos e o nunlevedigas em seu

interior. O indice fagocitico (IE) foi determinado segundo a formula a seguir:
IF 0s= % células fagociticas x N° de particulas fagocitadas

Para a verificacdo da atividade fungicida, os pocos das plaeas forados com 1 ml
de PBS e depois lavadas 4 vezes com jg50e agua estéril para lise dos macrofagos e
liberacdo das leveduras fagocitadas. Em seguidaull@i@ suspensao de cada pocgo foram
plagueados em placas de Petri contendo ASD. As placas foram incubadas a 37°kopas 48
e analisadas nos periodos de 24 e 36 horas para a contagem dasuge@das (ALANIO;
DESNOS-OLLIVIER; DROMERA, 2011).
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4.15. Extravasamento do material celular

A andlise da perda de material celular foi feita a pakirmétodo de Bennis e
colaboradores (2004), com pequenas modificacbes. Os isdladgattii (L27/01) eC.
neoformans(ATCC24067), foram cultivados em ASD a 35°C durante 48 horas e uma
suspenséo de células (2,5 X LFC/ml) foi preparada em 10 ml de salina. Essa suspens&o foi
tratada com diferentes concentracdes das substancias em estriddigula - CIM e 2X a
CIM) durante 2 e 24 horas. Foi feito um controle negativo com célulastratadas e
controles positivos tratado com anfotericina B e fluconazol. Dejaoisatamento as amostras
foram centrifugadas a 7.000 rpm durante 10 minutos, e as absorbé@ncsabrenadante

foram lidas a 260 nm utilizando o espectrometro Shimadzu Cell Positioner CPS-2404.

4.16. Viabilidade do biofilme

A verificagdo da viabilidade do biofilme foi realizada como desenitteriormente por
Martinez e colaboradores (2016), com algumas modificagcdes. Os isd2Jd81 e
ATCC24067 deC. gattii e C. neoformansespectivamente, foram cultivados em caldo
Sabouraud a 30°C por 24 horas em um agitador a 150 rpm (fase estaq@oeoce). As
células foram entédo centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos e lavatasahes com PBS
1X. Para preparacéo do inéculo, as células foram diluidas em nréinardté alcancar 10
células/ml. Em seguida, adicionadou - se 100 pl do inéculo em pla@ piE;os e estas
foram incubadas a 35°C por 48 horas, para que ocorresse a formacaufiloee.bEm
seguida, adicionou-se 100 ul de cada substancia teste e da antot@ricd valor da CIM e
incubou-se novamente a 35°C por 24 horas. Para posterior comparacao ciadeed
biofilme, foi realizado um controle negativo sem célula€dgtococcuspp. (somente com
o caldo Sabouraud) e um controle positivo de crescimento da leveduraasApdshoras, os
pocos foram lavados trés vezes com Tween 20 0,05% em PBS 1X pargeres células
criptococécicas ndo aderidas. Todos os ensaios foram realizada®) empeticoes. A
quantificacdo do biofilme foi feita pela avaliagcdo da reducidaceutilizando o 2,3-bis(2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil-5-[(fenilamino) carbonil]-2H-tetrazOETT). Posteriormente foi
adicionado 100ul de XTT (Img/ml em PBS) em cada pog¢o das planasbadas a 35°C
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durante 5 horas. A transmitancia de 492 nm dos pocos foram lidasdmitor de placas
VERSAmax (Molecular Devices) pelo programa Softmax® Pro 5 (Moledehces).

4.17. Ensaio de protecdo osmatica: Sorbitol

O ensaio utilizando sorbitol, tal como descrito por Frost e colabe@add®95), foi
realizado utilizando o procedimento de microdiluicdo em caldo. O efwaiealizado com
todos os isolados deryptococcusssp. descritos no item 4.7. Os testes foram feitos em duas
placas de 96 pocos; uma contendo 100 pl das diluicbes das substanciag @ooigisa
contendo as substancias a serem testadas mais 0,8 M de sorbioumowsmoprotetor.
Todos os pocos foram inoculados com 100 pl do in6culo (item 4.2), e as peaas f
incubadas a 35°C. O volume final do ensaio foi 200 pl em cada poco.oas jpaam lidas
em 2 e 7 dias. A CIM foi definida como a menor concentragdo que wiguelmente o
crescimento fungico e avaliou os proximos 10 dias de incubacéo. e2pdamento foi

repetido trés vezes e em duplicata.

4.18. Avaliacao da interferéncia dos antifungicos e substancias em estudo em

relacdo a capsula

Os isolados L27/01 e ATCC24065 d& gatti e ATCC24067 e CN31 d€.
neoformans foram tratados com concentracdes sub-inibitérias das substantiasem
RPMI-1640 a 35°C por 48 horas. Apds o tratamento as célul@sygecoccusspp. foram
fixadas em laminas e coradas com tinta nanquim para visualizacdo da efpsnicroscopio
optico (Leica DFC 425). As imagens foram visualizadas eamjastcom o programa Leica
Application Suite version 3.8.0 . O tamanho da cépsula foi medido usandwaredfhage J
1.47. Para verificacdo do tamanho da capsula foi feito a medigcéo detrdidotal da célula
(corpo da célula mais capsula) menos o tamanho do diametro do corpw. deduh cada
tratamento foi medido 50 células criptococdcias e foi calculat@dia e desvio padrdao do
tamanho das células. O tamanho da capsula das células criptoctmGmasparada com um

controle de células sem tratamento. O ensaio foi realizado duas vezes.
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4.19. Microscopia eletronica de Varredura

A microscopia eletronica de varredura foi executada de acordo ¢aunbes et al.
(2016), com algumas modificacbes. Para se observar os possivis dbs substancias
sobre a morfologia celular d& gattii (L27/01) eC. neoformangATCC 24067) foi feito um
inoculo em meio de cultura RPMI 1640 acrescido de MOPS 0,165 mol/Ln#ntitncia das
amostras d€ryptococcuspp. foi ajustada para 70% sob o comprimento de onda de 530 nm.
As substancias a serem testadas foram adicionadas ao indécunceattacdo da CIM. As
amostras foram incubadas em falcons a 35°C sob agitacédo de 150 rnorfftente as
células foram centrifugadas a 7000 rpm por 5 minutos e o sobrenadacaetaldo. Colocou-
se 1mL de PBS 1X e transferiu para um tubo eppendorf onde foi novareaintéugada e
lavada com PBS 1X. O mesmo foi realizado com o inéculo das leveduragadicdo de
substancias, como controle positivo. As amostras foram fixadas por lalteraperatura
ambiente com 1mL de 2,5% de glutaraldeido diluido em tampéao cacd@jildo O fixador
foi lavado com PBS1X e as amostras foram levadas ao Centro destdipia da

Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG.

Em seguida as células foram lavadas com tampéao cacodilafolideDsLM contendo
0,2 M de sacarose e 2 nM de Mg€| posteriormente, as células foram aderidas em laminulas
revestidas com 0,01% de poli-L-lisina (Sigma-Aldrich), durante 20 Asrcélulas aderidas
foram desidratadas com uma série de solucdes de etanol (30, 50p@r78%hninutos/passo,
seguida de 95% e duas vezes de 100%, por 10 minutos/passo).Os passodratacdesi
foram monitorados para que nao ocorresse 0 colapso da parede éawanostras foram
entdo submetidas a secagem em pontos criticos (EM CPD 300, ibeechdtamente apos a
desidratacdo e, em seguida, montadas em esferas metalicasgdasveom uma camada de
ouro de 15-20 nm (Balzers UnionFL-9496, Balzers) e visualizadas em arosaodipio
electrénico de varredura JEOL JSM - 6360LV.

4.20. Avaliagéo da producédo de melanina

O ensaio de melanizagao foi feito de acordo com Martinezaba@dores (2007),

com algumas modificacdes. Os isolados L27/01 e ATCC240&7. dattii e C. neoformans,
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respectivamente, foram cultivados em ASD por 48 horas a 35°C. Foi pi@panaindculo

em solucdo salina de “16élulas/mL. Em seguida, 10 pl desse in6culo foi plaqueado em 6
pontos diferentes de uma placa contendo meio de cultura L-dopa (GHcOsEno; L-
asparagina — 0,1%; KHPQ, - 0,3%; MgSO,. 7H, O — 0,025%; L-dopa — 0,1%). O meio de
cultura L-dopa foi feito contendo o valor sub-inibitorio, a CIM e 2X o vdarCIM das
substancias em estudo. Também foi feito um controle da producéo ldeinmesem a

presenca das substancias.

4.21. Ensaio de toxicidade das substancias e@ualleria mellonella

O ensaio de toxicidade e sobrevida @ailleria mellonellafoi executado em parceria
com a professora Beth Burgwyn Fuchs e o professor Eleftheridenbkys da Brown
University — EUA.

Previamente ao ensaio de sobrevida foi feito o ensaio de toxicidade das substancia
Galleria mellonella onde, as larvas foram tratadas com as substancias na cordmededd
mg/kg, sendo que as substancias foram injetados na ultima patgl@oproleg direita da

larva. A toxicidade foi avaliado por um periodo de 6 dias.

4.22. Ensaio de sobrevida dd&salleria mellonellatratada com as substancias

O ensaio de toxicidade e sobrevida @aileria mellonellafoi executado em parceria
com a professora Beth Burgwyn Fuchs e o professor Eleftheridenbkys da Brown
University — EUA.

Para o ensaio de sobrevida utilizou-se o isofadoneoformangKN99a) crescido em
meio YPD liquido a 37°C por 48 horas, ap0s esse periodo as células &wahasl e
centrifugadas com PBS para retirada do meio. O inoculo foi dpusta hemocitbmetro para
1,0 x 16 células/larva. Para a infeccéo foram utilizadas seriftdmmilton) estéreis de 10 pl.
Quatorze larvas d&. mellonellacom peso e tamanho similar (250 - 300 mg) e de cor clara
foram utilizadas por grupo neste ensaio. Para a inoculacao das, lmram injetados 10 pl
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do inéculo na ultima pata esquerda da larva, em seguida as faraas tratadas com as
substancias em diferentes concentracdes (5, 10 e 15 mg/kg) e cocoratlol 16 mg/kg,

sendo que as substancias foram injetados na ultima pata direitagrymds controles foram
incluidos: um inoculado com PBS para observar a morte das larvas devidgmma fisico, e
0 outro ndo recebeu injecdo como um controle para a viabilidade Ayedal.as injecdes, as
larvas foram transferidas para uma placa de Petri e incubamlasscuro a 37°C. A
sobrevivéncia foi monitorada diariamente e as larvas mortas reraovidas da placa. Foi

executado um experimento em duplicata.

4.23. Analise estatistica

Todos os dados foram analisados usando o programa GraphPad Prism 5 (GraphPad
Inc., San Diego, CA, USA). O teste de comparacao multipla Newkeuls foi empregado
para comparagdo entre 0S grupos experimentais. Valores<d@.05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1. Identificacdo genotipica dos isolados déryptococcusspp.

A identificacdo genotipica molecular dos isolados Gigptococcus sppfoi feita
utilizando o primer (GTG) Para a comparacdo de bandeamento, foram utilizados isolados
controles sabidamente identificados como: VNI, VNII, VNIII e VNpdraC. neoformans,
nomeados como CN55, CN56, CN57 e CN58, respectivamente e, VGI, VGII, ¥ @IV
paraC. gattii, nomeados como, CG59, CG60, CG61 e CG62, respectivamente. Também foi
feita a identificacdo de outros isolados que entraram soment@eatificacdo molecular e
nao fizeram parte dos outros experimentos, como o isolado R265 que émsaléda
identificado como VGII e outros isolados d& gattii como o ATCC32608, 29/2893,
29/10893 e 135L/03 que nao possuem a identificacdo genotipica. Para & espEci
neoformanautilizou-se ainda o isolado H99 que é identificado como VNI e outroda®la
como o CNP3, CN78, RNO1 e CNN818.

Na analise do perfil genotipico dos isoladoLdaeoformanpelo PCRfingerprinting
utilizando o primer (GTG) tivemos isolados que possivelmente fazem parte dos tipos
moleculares: VNI, VNII , VNIII e VNIV. Destes isolados @ neoformans70,58% (H99,
ATCC 24067, WP, VM-MCMMPI, 5396, 28JF, LMM820, 27JF, 96806, CNP3, CN78 e
CNNB818) apresentaram um padrao de similar com os isolados dénceieVNI e VNII
sendo estes pertencentes@Ggptococcus neoformanar. grubii, sorotipo A. 23,52% (F10,
ATCC62066, ATCC28957 e RNO1) dos isolados apresentaram um perfil de bantieam
semelhante aos padrdes de referéncia VNIl e VNIV e ndooksivel diferencia-los quanto
a variedade e genotipagem. 5,88% (CN31) apresentou um perfil de banttedrsinto de
todos os outros isolados @Ge neoformanslo presente estudo (figura 1Bprtanto, utilizando
o primer (GTGJ néo foi possivel separar os quatro grupos molecular€s neoformangom
os isolados utilizados no presente trabalho. J4 que os grupos VNIleapsentaram o
mesmo padrdo de bandeamento, assim como os grupos VNIII e VNIV, repgpartanto,

em apenas dois grupos moleculares.
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Figura 10 — Fotografia do gel de agarose dos isoladosCdgptococcus neoformans
utilizando o primer (GTG)

A comparacao do perfil filogenético dos isolados@legattii utilizando o primer
(GTG) esta ilustrada na figura 11. Na analise e comparalgé perfil flogenético dos
isolados, foi observado que somente o isolado I8B (5,88%) pareou com o padrdo de
referéncia de VGI41,17% (L27/01, 175/01, L28/02, R265, 547/OTTI/941B, 196L/03 e
L24/01) dos isolados parearam com o isolado daémetea VGII, 0 isolado ATCC32608
(5,88%) pareou com o isolado de referéncia VGhileahum outro isolado de estudo pareou
com o isolado de referéncia do gendétipo VGIV. Desnais, os isolados ATCC 24065 e
ATCC 24056 mostraram um padrao de bandagem sentelbatre si, porém, diferente dos
outros padrdes genotipicos. Os isolados 1913ER0898 e o 135L/03 também parearam
entre si e os outros 3 isolados: 230933, 23/10923%/2893 também mostraram similaridade
entre si, porém, ndao parearam com nenhum isoladoefdeéncia (figura 11). Pode-se
observar desta forma que o primer (GJ ) capaz de diferenciar os 4 tipos moleculares de
C. gattii, mas no entanto, observou-se isolados que ndarparecom nenhum dos 4 tipos

moleculares existentes.
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Figura 11 — Fotografia do gel de agarose dos isolado€dg@tococcus gattiutilizando o
primer (GTG3).

5.2. Triagem inicial das substancias sintéticas

A triagem inicial para a busca das substancias asmelhores atividades antifungicas
contraC. neoforman® C. gattii foi feita com 81 substancias sintéticas e os tado$ podem

ser observados na tabela 4.

Tabela 4 —Resultado da triagem realizada com 81 substasirig&icas contr&€ryptococcus
neoformangse C. gattii.

C. neoformang ATCC 24067) C. gattii(L27/01)
Substancias Concentragao inibitéria minima (pg/ml)
PAO >250,0 >250,0
PA 1 >250,0 >250,0
PA1-Ms >250,0 >250,0
PAl1-Az >250,0 >250,0
PA 2 >250,0 >250,0
PA 3 >250,0 >250,0
PA 4 >250,0 >250,0
PB 1 >250,0 >250,0

62



C. neoformang ATCC 24067)

C. gattii(L27/01)

Substancias

Concentracgdo inibitéria minima (ug/ml)

PB1-Ms
PB1-Az
PB 2
PB 3
PB 4
PB 6
PB 7
PD 8
PG 1
Mpac-H
Mpac-ClI
Mpac-M
Thac-H
Thac-Cl
Thac-M
Moac-H
Moac-ClI
Moac-M
3PMo
PMp
PTh
P3Mo
d3Mo
MQN
HFN
MIN
EDNOH
MIDA
PDC
EDNC
HNO
QNOH
MT
RI 06
RI 15
RS 17
RI 31
RI 70
RI 57
RS 11
RI 58

>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
125,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
125,0
>250,0
>250,0
31,2
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0

>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
125,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
31,2
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
>250,0
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C. neoformang ATCC 24067) C. gattii(L27/01)

Substancias Concentracgdo inibitéria minima (ug/ml)
RI 58A >250,0 >250,0
RI 82 3,9 19
RI 33 >250,0 >250,0
HTI 1 >250,0 >250,0
HTI 2 <0,2 <0,2
HTI 3 <0,2 <0,2
HTI 4 >250,0 >250,0
HTI 5 >250,0 >250,0
HTI 7 7,8 3,9
HTI 8 7,8 7,8
HTI 9 >250,0 >250,0
HTI 10 >250,0 >250,0
HTI 11 >250,0 >250,0
HTI 12 >250,0 >250,0
HIN >250,0 250,0
HTI 14 >250,0 >250,0
TSI1 62,5 62,5
TSI 2 >250,0 >250,0
TSI 3 >250,0 >250,0
TSI 4 >250,0 >250,0
TSI 5 >250,0 >250,0
TSI7 >250,0 >250,0
TSI 8 >250,0 >250,0
TSI 9 >250,0 >250,0
3Pmd >250,0 >250,0
MPmd >250,0 >250,0
ThPmd >250,0 >250,0
i3Mo-H >250,0 >250,0
i3Mo-Cl >250,0 >250,0
iBn-H+ >250,0 >250,0
iBn-Cl+ >250,0 >250,0
iICh-H+ >250,0 >250,0
iICh-Cl+ >250,0 >250,0

Na tabela 4, pode-se observar que os menores valores da CIM dsramas
substancia®kl 06 com a CIM de 31, 2 pg/ml para os isoladodaeoformang C. gattii, a

substanciakl 82 com o valor de CIM de 3,9 pg/ml pata neoforman® 1,9 pg/ml par&.
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gattii. Os valores de CIM das substandiisl 2 e HTI 3 mostraram o valor de CIMO0,2
png/ml para as duas espéciesdgptococcusspp., a substanckT! 7 apresentou CIM de 7,8
png/ml paraC. neoformanse 3,9 ug/ml par&. gattii e por dltimo, a substanclTI8 que
apresentou valor de CIM de 7,8 pg/ml para os dois isolados. Entretamtdo doafeito uma
revisao bibliografica, verificou-se que as substandibks2 e HTI 3 ja haviam sido descritas
anteriormente, com atividade antifingica contra isoladosCaedida albicans(HTI 3)
(CARRADORI et al., 2013) e possuia estudos com a utilizacdo daasciaddTl 2 contra
células cancerigenas (SECCI et al., 2014), portanto, optou-se por né@ntiauidade aos
testes com as substancid3| 2 e HTI 3. Além disso, quando a estrutura quimica das
substancia#iTl 7 e HTI 8 foram comparadas, percebeu-se que suas estruturas eram muito
semelhantes e por isso, no presente trabalho optou-se por trabaltees @pa a substancia
HTI 7. Entdo, os estudos foram iniciados com as substaRti@6, Rl 82 e HTI 7. Em
contrapartida, as demais substancias descritas na tabela a@pessentlores de CIM
elevados quando comparadas as substancias citadas acima.

5.3. Avaliacgado da citotoxicidade das substancias frente aos macréfagos
murinos e avaliagédo da lipossolubilidade

Para a continuacdo dos estudos, foi realizada a avaliacdo da dtiembeicas
substancias que apresentaram os menores valore deRCI6,(HTI 7 e Rl 82) frente aos
macrofagos murinos. Neste ensaio as substakidiag e Rl 82 ndo foram toxicas para 0s
macréfagos murinos nas condigfes testadag 800 pg/ml). J& o IC50 da substanriad6
esta entre 20 e 100 pug/ml (Tabela 5). Como o valor da CIM da subd®@6 foi de 31,2
png/ml contraC. neoformanse C. gattii, valor este muito proximo a IC50 em macrofagos

murinos, optou-se por nao continuar os estudos com esta substancia.

Na avaliacdo da lipossolubilidade onde o logaritmo do coeficiente dedpafoi
calculado observou-se que a substahlda7 apresentou um ClogP de 6,2 e a substancia
RI 82 de ClogP = 3,97.
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Tabela 5 —Resultado do ensaio de citotoxicidade em macréfagos murinczandid as
substanciaRl06, HTI 7 eRI 82 e os antifungicos fluconazol e itraconazol como controles.

Inibicdo da viabilidade celular (%)

- RI06 HT17 R182 Fluconazol Itraconazol
Concentragéo (ug/ml)

Média Média Média Média Média

500 56,5 38,0 30,3 Inativo Inativo
100 54,4 Inativo Inativo Inativo Inativo
20 12,5 Inativo Inativo Inativo Inativo
4 24,8 Inativo Inativo Inativo Inativo
0,8 17,9 Inativo Inativo Inativo Inativo
0,16 27,6 Inativo Inativo Inativo Inativo
0,032 14,8 Inativo Inativo Inativo Inativo

No ensaio utilizando macréfagos BMDM - de medula éssea também geEbde
observado através da analise de microscopia eletronica de flumiasaécitotoxicidade da
substanciakl 06 na concentracdo da CIM e a néo toxicidade das substaiitias e RI82
(Figura 12). Os macrofagos murinos BMDM tratados com as sules$aitl 7 e Rl 82
apresentaram-se intactos, onde, podemos observar a integridade dquelaie e a
formacdo de pseuddpodes. J4 quando os macriofagos sao tratadoRco@ é& notorio a

destruicao do citoesqueleto dos macréfagos, conferindo a toxicidade da substancia.

66



Controle

Figura 12 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de rfeegyé® murinos BMDM- de
medula éssea tratados com a CIM das substardias , RI82 e Rl 06 e, na auséncia de
tratamento (controle). A coloracdo dos macréfagogeita com o corante Faloidina e DAPI
gue coram o citoesqueleto e o nucleo, respectiveEmen

5.4. Hemodlise em eritrécitos humanos

No ensaio de hemdlise em eritrocitos humanos obaesg que as substancRis82 e
HTI 7 apresentaram valores menores que 5% de hemolseeritodcitos humanos e o

controle positivo utilizando o Triton-X apresentoemolise superior a 95% (Figura 13).
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Figura 13 —Atividade hemolitica das substanciis82 eHTI 7.

5.5. Substancias selecionadas

A patrtir dos resultados obtidos da atividade angfda, citotoxicidade em macréfagos
murinos e de hemodlise em eritrocitos humanos, &stdociasRl 82 e HTI 7 foram

selecionadas para dar continuidade aos proximessteAs duas substancias séo inéditas e
pertencem a classe dos heterociclicos tiazolicos.

5.6. Verificagdo da concentracgéo inibitéria minima e Conentragdo Fungicida
Minima

O ensaio de CIM foi realizado com os antifungicofericina B e fluconazol e com

as substanciaRl 82 e HTI 7. Os resultados disponibilizados sédo o maior vderCIM
encontrada nos trés ensaios de CIM (Tabela 6).
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Tabela 6 —Concentracao inibitdria minima das substanRib82 e HTI 7 e dos antifungicos
anfotericina B e fluconazol contra isoladosSQleyattii e C. neoformans.

Antifangicos Substancias

Anfotericina B Fluconazol RI182 HTI7

Concentragao inibitdria minima (pg/ml)

(ug/mh) — (uM)  (ug/mh)  (UM) ~ (ug/ml)  (uM)  (ug/ml)  (uM)

ATCC24065 050 054 200 653 195 665 390 10,15

1913ER 050 054 400 1307 1,95 665 7,80 20,31

i= 230933 2,00 2,16 2,00 6,53 1,95 6,65 1562 40,67
S ATCC24056 1,00 1,08 2,00 653 195 665 31,25 81,38
% 196L/03 050 054 400 1307 1,95 665 31,25 81,38
S 23/10993 050 054 200 653 195 665 3125 81,38
S 175/01 050 054 100 326 195 665 1562 40,67
g_ L28/02 1,00 1,08 400 1307 3,90 13,31 1562 40,67
> L24/01 050 054 200 653 195 665 7,80 20,31
O L27/01 050 054 400 1307 1,95 665 390 10,15

547/0TTI/94-PI-10 1,00 1,08 4,00 13,07 3,90 13,31 562 40,67

ICB-181 050 054 400 1307 097 1331 390 10,15

Média 075 081 292 953 219 832 1529 39,82

CIM50 050 054 200 653 196 665 1562 40,62

CIM90 1,00 1,08 4,00 1307 3,90 13,31 31,25 81,38
” ATCC24067 050 054 200 653 390 13,31 7,80 20,31
G 96806 050 054 800 2614 390 1331 1562 40,67

£ ATCC28957 050 054 100 326 390 13,31 1562 70,6
% WP 1,00 1,08 400 1307 3,90 13,31 1562 40,67
0 F10 050 054 200 653 195 665 7,80 20,31
0 CN31 050 054 400 1307 1,95 665 7,80 20,31
§ VM-MCMMPI 050 054 100 326 390 13,31 1562 40,6

3 ATCC62066 050 054 200 653 195 665 1562 40,67
o 5396 050 054 400 1307 1,95 665 7,80 2031
< 28JF 050 054 200 653 195 665 7,80 20,31
O LMM820 1,00 1,08 200 653 390 1331 31,25 81,38
27JF 050 054 400 13,07 3,90 1331 1562 40,67

Média 058 063 300 98 309 10554 13,66 35,58

CIM50 050 054 200 653 390 13,31 1562 40,67

CIM90 1,00 1,08 4,00 1307 3,90 13,31 1562 40,67

No ensaio da CIM a substan&& 82 apresentou valores de CIM similares aos valores
encontrados para o antifungico fluconazol, onde, a média geométriéc® gma os isolados
deC. gattiifoi de 2,19 pg/ml (9,53 uM) para a substancia Rl 82 e 2,92 ug/3@ (1M) para
o fluconazol. Quando testada nos isoladoLCdaeoformansa CIM média geométrica da
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substancid&l 82 foi 3,09 (9,08 uM) pg/ml e do fluconazol foi de 3,00 pg/ml (10,54 pM). A
substancidd Tl 7 apresentou os maiores valores de CIM, sendo que a média geamatac

os isolados d€. gattii foi de 15,29 pg/ml (39,82 uM) e 13,66 pg/ml (35,58 uM) para os
isolados deC. neoformansAs médias da CIM da anfotericina B foram as menores, onde, a
média da CIM para €. gattii foi de 0,75 pg/ml (0,81 uM) e a @ neoformangoi de 0,58
png/ml (0,63 uM) (Tabela 6).

Os valores da CIM50 das substéncias testadas contra os isoldtlogadis foram de
0,50 pg/ml para a anfotericina B, 2,0 pg/ml para o fluconazol, 1,96 pgialaRl 82 e
15,29 pug/ml para HTI 7. J& os valores do CIM90 foram de 1,0 pg/ml para a anfotericina B,
4,0 ug/ml para o fluconazol, 3,9 pg/ml para a substaRti®2 e 32,25 ug/ml para a
substanciaHTl 7. Nos isolados d€. neoformanss valores de CIM50 e CIM90 para a
anfotericina B e fluconazol sédo idénticos aos valores encontrado€.pgattii, jA os valores
da CIM50 e CIM90 dos isolados @e neoformandrente a substancial 82 € de 3,90 pg/ml
e para a substandi#ilrl 7 é de 15,62 pg/ml (Tabela 6). A partir da avaliagdo da concentracao
fungicida minima das substancias, verificou-se que as subst®ici82 e HTI 7 sao
fungistaticas.

A substanciddT! 7 apresentou uma maior variagao nos valores de CIM nos diferentes
isolados deC. gattii e C. neoformanscom a CIM variando de 3,9 — 31,28/ml. Para a
substancidl 82 a variacdo dos resultados para as duas espéd@ymtecoccudoi menor,
de 0,97 — 3,%.9/ml.

As células tratadas com as substancias que apresentaram é00fzigdio em meio
RPMI, cresceram em todas as concentracbes de tratamento guamgaeadas em meio
Sabouraud. Com isso, foi visto que ambas as substancias apresentaram atividaétcangis

5.7. indice de seletividade

O resultado do calculo do indice de seletividade das subst&idk2se HTI 7 e do
antifangico fluconazol contra os isolados@gptococcusspp. foram todos maiores que 10,
onde, os valores iguais ou superiores a 10 conferem a seletividaldstancia para as

células deCryptococcusspp. em relacdo as células de macrofagos murinos avaliadas. A

70



substanciaRl 82 mostrou similaridade no resultado da média quando comparada aos
resultados do fluconazol, sendo que a média da subsRIng8&Aé de 263,16 e do fluconazol

é de 250,00. A substanciill 7, mostrou uma média do indice de seletividade de 32,05,
sendo esse valor inferior quando comparado aos valores da subRia82ia do fluconazol
(Tabela 7).

Tabela 7 —Calculo do indice de seletividade do fluconazol e das subst&1@2eHTI 7.

Indice de seletividade

Isolados Fluconazol HTI7 R182
ATCC24065 250,00 128,21 263,16
_ 1913ER 125,00 64,10 263,16
= 230933 250,00 32,05 263,16
> ATCC24056 250,00 16,00 263,16
9 196L/03 125,00 16,00 263,16
3 23/10993 250,00 16,00 263,16
3 175/01 500,00 32,05 263,16
g L28/02 125,00 32,05 128,21
> L24/01 250,00 64,10 263,16
O L27/01 125,00 12821 263,16
547/0TT1/94-PI-10 125,00 32,05 128,21
ICB-181 125,00 128,21 515,46
2 ATCC24067 250,00 64,10 128,21
g 96806,00 62,50 32,05 64,10
S ATCC28957 500,00 32,05 128,21
s WP 125,00 32,05 128,21
Q F10 250,00 64,10 263,16
0 CN31 125,00 64,10 263,16
9 VM-MCMMPI 500,00 32,05 128,21
S ATCC62066 250,00 32,05 263,16
S 5396,00 125,00 64,10 263,16
I~ 28JF 250,00 64,10 263,16
O LMM820 250,00 16,00 128,21
27JF 125,00 32,05 128,21
MEDIA 250,00 32,05 263,16

Formula utilizada para calcular o indice de seletividade: 140/

5.8. Analise da curva e morte
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No ensaio da curva de morte foi possivel observar o tempo em que o Zhicerss
substanciaskl 82 e HTI 7 iniciaram a inibicdo da multiplicacdo das células fangicas e
declinio da viabilidade celular (Figura 14). A partir da an@segraficos da curva de morte,
foi possivel observar que o fluconazol e as substahidiag e Rl 82 apresentaram o inicio
do declinio da viabilidade celular em 12 horas e, apds esse perioduiraigho da
viabilidade celular foi progressiva até alcancar o tempo de 72 horas (Figura 14A, 14B e 14C
Esses resultados sdo encontrados tanto nos valores de CIM, quantomssdea2X a CIM.

Nos trés estudos, o declinio da viabilidade celular alcancou uma pgeentde
aproximadamente 20% no tempo de 72 horas. Os resultados com o fluconazol e as substancias
teste mostraram-se similares. A diminuigcdo da viabilidade azefol confirmada com o
plagueamento de 100 pl do in6culo em meios Sabouraud, onde, a contagem da&si UFCs

declinando com o passar do tempo.
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Figura 14 — Graficos do declinio da viabilidade celular @ryptococcus gattiie C.
neoformandrente ao tratamento com o antifungico fluconazeals substancidsTl 7 e RI

82. Legenda: 14A: graficos da curva de morte do antifingico di@zol no valor da CIM e
2X a CIM. 14B: graficos da curva de morte da suls&gHTI 7 no valor da CIM e 2X a CIM

e 14C: gréaficos da curva de morte da substaRti@2 também nos valores da CIM e 2X a
CIM.

5.9. Interacéo das substancias HTI 7 e Rl 82 com os ahingicos anfotericina

B e fluconazol
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Para verificacdo da interacdo das substancias com os anti§inigicfeito a combinacao
das substanciadTl 7 e Rl 82 com os antifungicos anfotericina B e fluconazol, nos valores
da CIM e em uma faixa intervalar inferior e superior aos valores de CIM. @swvdb indice
de concentracdo inibitoria fracional (ICIF) para as substamiie®?2 (Tabela 8) eHTI 7
(Tabela 9) foram considerados indiferentes para todos os isoladd@3. datti e C.

neoformans

Na combinagdo utilizando a substancia RI 82 com o a anfotericiganBtorio que o
menor valor do ICIF para os isolados@g/ptococcusspp. foi visto para o isolado F10, que
apresentou o valor de 0,73 pg/ml, e o maior valor foi de 3,80 pg/mbpacdado 28JF. A
interacdo para esses valores € considerada como indiferentlar @ev#CIF para o isolado
28JF quase alcancou o valor de 4 pg/ml, onde, seria considerado comotaragio de
antagonismo. A substandril 82 em combinag&o com o fluconazol, apresentou o menor valor
de ICIF para o isolado ICB 181 com 0,78 pg/ml e o maior valor fto para o isolado 28JF
com o valor de ICIF de 2,20 pg/ml (Tabela 8).

Tabela 8 —Resultados da concentracao inibitéria fracional da substan@a &h interacédo
com os antifungicos anfotericina B e fluconazol contra os isolado£rgptococcus
neoformans C. gattii.

ICIF médio ICIF médio

(ng/m) Interacéo (ng/ml) Interacao
RI182 Vs RI182 Vs
Isolado Anfotericina B Fluconazol
ATCC 24067 0,88 Indiferente 1,40 Indiferente
96806 0,98 Indiferente 1,40 Indiferente
® ATCC 28957 1,23 Indiferente 1,30 Indiferente
& wp 1,11 Indiferente 1,13 Indiferente
% F10 0,73 Indiferente 1,30 Indiferente
2 CN31 1,30 Indiferente 1,40 Indiferente
g VM-MCMMPI 0,98 Indiferente 1,30 Indiferente
§ ATCC 62066 1,30 Indiferente 1,27 Indiferente
g 5396 0,86 Indiferente 1,30 Indiferente
8 28 JF 3,80 Indiferente 2,20 Indiferente
LMM820 0,86 Indiferente 1,30 Indiferente
27JF 0,86 Indiferente 1,30 Indiferente
o Média geométrica 1,11 1,36
§ = ATCC 24065 0,80 Indiferente 0,90 Indiferente
g g 1913ER 0,80 Indiferente 1,60 Indiferente
GO 230933 1,48 Indiferente 1,40 Indiferente
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lCéEgr/r:ﬁl()jlo Interacao ICEEng?I(;IO Interacdo
RI82 Vs RI82 Vs

Isolado Anfotericina B Fluconazol
ATCC 24056 1,30 Indiferente 1,40 Indiferente
196L/03 1,23 Indiferente 1,40 Indiferente
23/10993 1,23 Indiferente 1,40 Indiferente
175/01 1,30 Indiferente 1,30 Indiferente
L28/02 1,30 Indiferente 1,40 Indiferente
L24/01 1,30 Indiferente 1,40 Indiferente
L27/01 1,40 Indiferente 1,40 Indiferente
547/0TTI/94-PI-10 1,30 Indiferente 1,40 Indiferente
ICB 181 1,40 Indiferente 0,78 Indiferente

Média geométrica 1,21 1,29

Ao avaliar combinacao da substanki@l 7 com a anfotericina B, observou-se que o
maior valor de ICIF visto nos isolados @eyptococcuspp. foi de 1,29 pg/ml para o isolado
L28/02 e o menor valor foi 0,73 pg/ml para o isolado LMM820. Quando avaliamos
combinagdo da substanckill 7 com o fluconazol, vimos que o maior valor de ICIF
encontrado € de 3,86 ug/ml para o isolado ICB 181 e o menor valor é de 0,7Tparg/m
isolado CN31. Todos os valores encontrados apresentam uma combinacaeniedii©r

valor do ICIF do isolado ICB 181 foi alto, quase alcangando um valor antagonico (Tabela 9).

Tabela 9 —Resultados da concentracao inibitéria fracional da substancid@ kifil interacao
com os antifungicos anfotericina B e fluconazol contra os isolado£rgptococcus
neoformans C. gattii.

ICIF médio ICIF médio

Interacdo Interacdo
(ng/ml) (ng/ml)
HTI7 Vs HTI7 Vs
Isolado Anfotericina B Fluconazol
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ATCC 24067 1,23 Indiferente 1,12 Indiferente

96806 1,23 Indiferente 1,12 Indiferente
® ATCC 28957 1,23 Indiferente 1,94 Indiferente
& wp 1,23 Indiferente 1,11 Indiferente
% F10 1,23 Indiferente 1,29 Indiferente
g CN31 1,23 Indiferente 0,79 Indiferente
g VM-MCMMPI 1,23 Indiferente 1,29 Indiferente
§ ATCC 62066 1,23 Indiferente 1,37 Indiferente
g 5396 1,23 Indiferente 1,23 Indiferente
5 28 JF 1,23 Indiferente 1,29 Indiferente

LMM820 0,73 Indiferente 1,11 Indiferente
27JF 0,98 Indiferente 1,05 Indiferente

Média geométrica 1,16 1,20
ATCC 24065 1,23 Indiferente 2,94 Indiferente
1913ER 1,23 Indiferente 1,37 Indiferente

230933 1,23 Indiferente 1,22 Indiferente
= ATCC 24056 1,23 Indiferente 1,37 Indiferente
s 196L/03 1,23 Indiferente 1,37 Indiferente
§ 23/10993 1,23 Indiferente 1,04 Indiferente
§ 175/01 1,23 Indiferente 1,29 Indiferente
g L28/02 1,29 Indiferente 1,16 Indiferente
5 L24/01 1,23 Indiferente 1,09 Indiferente

L27/01 1,23 Indiferente 1,23 Indiferente

547/0TTI1/94-P1-10 1,23 Indiferente 1,09 Indiferente
ICB 181 1,20 Indiferente 3,86 Indiferente
Média geométrica 1,24 1,45

5.10. Determinacao do indice fagocitico

Os macrofagos murinos tratados por duas horas com as subdtéicras Rl 82 ndo
mostraram diferenca significativa na avaliacdo do indiceciéigo, quando, posteriormente,
entraram em contato com as célulasGegattii (L27/10) comparadas com 0s macréfagos
murinos que ndo receberam o tratamento (Figura 15). Mostrando quenetrad prévio por
duas horas com as substancias nédo interferiram na fagocitoseldas criptocococicas

pelos macrofagos murinos.
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Cryptococcus gatt{L27/01)

indice Fagocitico %

Figura 15 — Porcentagem do indice fagocitico de macréfagos murinos tratadosasom
substanciasiTl 7 eRI 82 em contato con@ryptococcus gatti{L27/10).

5.11. Avaliagdo da integridade da membrana celular

Com o intuito de observar se as substancias em teste apreseatavdade na
membrana celular fungica foi realizado o ensaio de extravasamdenitmaterial celular
fungico. Neste experimento foi possivel observar que em um periodchdeas,C. gattii
apresentou significativo extravasamento do material celulareEgado ao controle, quando
tratado com a anfotericina B, fluconazol e com as duas substRh@as HTI 7 nos valores
de CIM e 2X a CIM (Figura 16A). Porém, o0 mesmo ndo ocorreu, no petdaas horas,
com C. neoformangstratado com a anfotericina B, fluconazol e as substaRti82 e HTI 7
(Figura 16B). Na analise do periodo de 24 horas de tratamento, s@raritgericina B e 0
compostoHTI 7 apresentaram diferenca significativa do extravasamentacelmC. gattii
em comparac¢do com o controle de crescimento sem tratamenim(E&A). Com relagéo ao
C. neoformansa diferenga em relagédo ao controle foi vista somente faeatdotericina B e
o fluconazol no periodo de 24 horas (Figura 16B). Os mesmos resulbadios \iistos nos

valores de CIM e 2X a CIM pra os isoladosGiaattii e C. neoformans.
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Figura 16 — Verificacdo do extravasamento celular@gptococcus gattie C. neoformans
frente aos antifungicos anfotericina B e fluconazals substancias Rl 82 e HTILégenda:
Utilizou-se o teste de comparacdo multipla Newma& e valores de p < 0.05 foram
considerados estatisticamente significativos.

5.12. Avaliagdo de dano na parede celular fungica

Para investigar a presenca de dano na parede rcdiifaryptococcusspp. apos o
tratamento com as substancld$l 7 e Rl 82 foi realizado o ensaio de microdiluicio em
caldo utilizando o meio RPMI acrescido do sorbitmin protetor osmaético. No entanto, neste
ensaio ndo foi possivel observar diferenca noslteegis da CIM com ou sem sorbitol,
(Tabela 10). Portanto, podemos aferir que possemeieno alvo de acdo das substancias nao

esta localizado na parede celular da levedura.
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Tabela 10 —Resultado da concentracao inibitéria minima (CIM) das substdRic&ze HTI
7 contra isolados déryptococcuspp. em meio RPMI com e sem sorbitol.

Meio RPMI com sorbitol Meio RPMI
RI82 HTI7 RI82 HTI7
Isolados Concentracgdo inibitéria minima (pg/ml)

72 horas

C. gattii ATCC24065 19 1,9 19 3,9

C. gattii L27/01 19 3,9 19 3,9

C. neoformans ATCC24067 19 7,8 19 7,8

C. neoformans CN31 19 7,8 19 7,8
10 dias

C. gattii ATCC24065 19 3,9 1,9 3,9

C. gattii L27/01 19 3,9 19 3,9

C. neoformans ATCC24067 19 15,6 19 15,6

C. neoformans CN31 19 15,6 19 15,6

5.13. Avaliagdo da viabilidade do biofilme

A integridade do biofilme d€. neoformangATCC24067) frente a anfotericina B e a
substanciaRl 82 mostrou diferenca significativa em relagdo ao controle decigresto,
porém, a substancildTl 7 ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle
positivo de crescimento dG. neoformansA avaliacdo da integridade do biofilme para o
isolado deC. gattii (L27/01) mostrou diferenga significativa em relacdo ao contrele d
crescimento frente a anfotericina B e as substamti&2 eHTI 7 (Figura 17).
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Figura 17 — Integridade do biofilme de€ryptococcus neoformans C. gattii frente as
substanciasiTl 7 eRI 82 legenda de figura é embaiXcegenda: Valores dep < 0.05 foram
considerados estatisticamente significativos. Nestedo os valores foram significativos em

valores dep < 0.001.

5.14. Determinacao da interferéncia dos antifingicos e fistancias em relacao

ao tamanho da capsula

Na avaliacdo do tamanho da capsula dos isoladd®127ATCC24065 d€. gattiie
ATCC24067 e CN31 d€. neoformandratados com a anfotericina B, fluconazol e com as
substanciafl 82 eHTI 7, foi observado que ndo ocorreu diferencga sigriifiaado tamanho
da capsula, quando tratados com o fluconazol elzténcias RI 82 e HTI 7 em relacdo aos
controles que nao receberam tratamento (Figura Ei).contrapartida, observou-se uma
diferenca significativa quando observado o tamatdoapsula d€. neoformansratado com
a anfotericina B. Esse resultado pode ser um imdigie as substancias de estudo nao

possuem seu alvo de acdo na capsula ou em sua biassintese das células criptocococicas.
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Figura 18 —Avaliagéo do tamanho da capsula de dois isoladdsrgptococcus gattie C.
neoformandratados com a anfotericina B, fluconazol e conswsstancias HTI 7 e Rl 82.
p<0.001.

5.15. Microscopia eletronica de Varredura

Nas imagens de microscopia eletrénica de varrethirpossivel observar que as
células deC. gattii (L27/01) eC. neoformangATCC 24067) tratadas com a concentracéo de
CIM da substanci®l182, ndo apresentaram visualmente muitas diferencaflbdgicas em
relacdo a capsula quando se compara com as cdri@y/ptococcusque ndo receberam o
tratamento com a substancia (Figura 19C e 19Djetamto, as células d& gattii (L27/01) e
de C. neoformangATCC 24067) que receberam o tratamento com a &udistHTI 7 na
concentracdo de CINFigura 19E,19F), apresentaram, visualmente, aasfibapsulares mais

alongadas em comparacdo com o controle que ndoetecetratamento.

81



B e %, = AT
Figura 19 —Microscopia eletronica de Varredura. 19A) Contrbdecrescimento d€. gattii
(L27/01). 19B) Controle de crescimento @eneoformangATCC 24067). 19C) Células de
C. gattii tratadas com a CIM da substancia Rl 82. 19D) @géldeC. neoformandratadas
com a CIM da substancia RI 82. 19E) Célulagdgattii tratadas com a CIM da substancia

HTI 7. 19F) Células d€. neoformangratadas com a CIM da substancia HTI 7.
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5.16. Verificacdo da interferéncia na producdo de melanina po€ryptococcus

spp. quando tratado com as substancias teste

A avaliacdo da producdo de melanina foi feita visualment€. @attii (L27/01) foi
plagueado em meio L-dopa com as concentragfes sub-inibitorias, QK1 ae CIM das
substancia®l 82 e HTI 7. Na avaliacdo da producédo de melanina apds o tratamento com a
substanciaRl 82, em 48 horas foi observado que ocorreu uma diminuicdo da multiplicacéo
celular da levedura, principalmente nas maiores concentrag@esutbstancias no meio.
Interessantemente, na concentracdo de 3,9 pg/ml da subd®n8 é possivel notar
visualmente uma diminuicdo no crescimento fungico e um possiveb ateaproducao de
melanina deC. gattii em 48 horas. Somente em 72 horas € que as coloni@s gittii
tratadas com &I 82 apresentam um inicio de melanizagcdo. Na concentracdo de 2M a Cl
(7,8 pg/ml),C. gattii ndo apresentou crescimento. Quand. gattii foi plaqueado em meio
L-dopa contendo a substantid| 7, a levedura ndo mostrou diferenca visual em relacéo a
quantidade de massa celular e producdo de melanina em comparagécaanole em 48 e

72 horas (quadro 1).

Para C. neoformans ndo foram observadas diferencas visuais na producédo de
melanina quando tratada com as duas substancias teste. QuaélltaasdeC. neoformans
foram plagueadas em meio L-dopa com a presenca da subsi&n8y observou-se uma
diminuicdo da colbnia fungica quando a concentracdo da substanaimmtando no meio
L-dopa em ambos os tempos testados. Na concentracao de 3,9 pgduic@pmde melanina
foi proporcional a quantidade de massa celular. Também ndo houvemerdscina
concentracdo de 7,8 pg/ml. Quando plagueadas em contato com a sub§thric@orreu a
diminuicdo da massa celular da levedura e a producdo da melanipeopoircional a

quantidade de massa celular nos tempos de 48 e 72 horas (quadro 1).
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Quadro 1 — Avaliacdo da producao de melanina de isolado€igptococcus gattie C.
neoformansapos tratamento com as substancias Rl 82 e HTI 7.

Cryptococcus gatti{L27/01)

48 horas

72 horas

Controle de crescimento
1,9ng/ml (R132)
3 Sng/ml (RI82)
78pg/ml (R132)

Controle de crescimento

Controle de crescimento
1,9pg/ml (RI82)
3,9ng/ml (RI82)
Tapgml (RI32)

Controle de crescimento

39pg/ml (HTI7) 3,9pg/ml (HTI7)
7.8pg/ml (HTI7) 7.8pgml (HTI7)
15 6pg/ml (HTI7) 15,6 pg/ml (HTIT)
Cryptococcus neoforman@ATCC24067)
48 horas 72 horas

Controle de crescimento
1,9ng/ml (RI82)
3,9ng/ml (RI82)
7,8pg/ml (RI82)

Controle de crescimento
3 9ug/ml (HITT)
T3pgml (HTIT)

15,6pg/ml (HTI7)

Controle de crescimento
1,9ng/ml (RI82)
3,9ng/ml (RI182)
78png/ml (RI82)

Controle de crescimento
391g/ml (HTTY)
73pgml (HTIT)

15, 6pg/ml (HTIT)
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5.17. Avaliacéo da toxicidade das substancias e sobrevigan Galleria mellonella

No ensaio de toxicidade, foi visto queGalleria mellonellaapresentou 100% de
sobrevivéncia quando tratadas com a subst&fitiaZ (10 mg/kg) por 6 dias, resultado igual
a utilizagao de somente o PBS e ao controle senpmiagéo das larvas. Para a substaRtia
82 (10 mg/kg) a porcentagem de sobrevivéncidGdé#leria mellonellafoi de 90% (Figura
20).

100 - .
—
o]
S  80-
-
et
£ 601
»n
§L 40+ -+~ Controle
3 -+ PBS
5 207 - HTI7
= - RIS2
0 | 1 1 1 1

1
0 24 48 72 96 120 144
Tempo (Horas)
Figura 20 —Porcentagem de sobrevivénciaGlaleria mellonellatratadas com as
substanciafl 82 e HTI7 (10 mg/kg) .

No ensaio de sobrevida d& mellonellainfectada comC. neoformangKN99a) e
tratada com o fluconazol, ndo foi possivel obsedifarenca significativa em relacdo ao
controle de infeccdo que nado recebeu o tratamé&mocontrapartida, o tratamento com a
dose de 5 mg/kg com a substandial 7 apresentou diferenca significativa em relagédo ao
controle de infeccédo (Figura 21). Portanto, infege-que a dose de 5 mg/kg prolongou a
sobrevida dé&alleria mellonella Além disso, o tratamento de 5 mg/kg com a subsa&ihiti
7 apresentou diferenca significativa em relacaoraarnento com o fluconazol. Também foi
notoério que os tratamentos com 10 e 15 mg/kg cosubstancias, prolongaram em até dois
dias a sobrevida das larvas, porém, ndo foramedifes estatisticamente em relacdo ao

controle.
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Sobrevida Gullesia mellonella RIS2 Sobrevida Gullesia mellonells HTI7
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Figura 21 —Porcentagem de sobrevida@alleria mellonellatratada com o fluconazol e
com as substancias R1 82 e HTI 7.
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6. DISCUSSAO

As doencas fungicas estao dispersas mundialmente e estimaesgagude 1,2 bilhdes de
pessoas irdo sofrer com alguma doenca fungica (BROWN et al.,\208¢t al., 2012). Em
1990 ocorreram grandes avan¢os na producdo dos antifingicos, como, o surgimento dos
agentes azélicos de segunda geracdo, o surgimento das equinocandinasmeilagbes
lipidicas da anfotericina B, porém, desde entdo, o desenvolvimentoadoacbs tem
praticamente paralisado (GAFFI, 2016). Desse modo, é crucial a busca por niftrogiens
gue tenham seletividade por células fungicas, que apresentamadsaidatie para células de
mamiferos, que busquem por alvos distintos aos alvos existentes @agierde tenha uma

melhora rapida e satisfatoria da doenca.

No presente estudo foram triadas 81substancias sintéticas pdieag@si de uma
substancia com promissora atividade anticriptococécica. Dentre ah8tAncias utilizadas,
foram selecionadas apenas duas da classe dos heterociclisosangimeadas conRl 82 e
HTI 7. As substancias séo inéditas e a descricdo de suas atividadasralianas estao
descritas no presente trabalho. Pereira de Sa e colaboradorel [2&viam mostrado
anteriormente que a classe dos heterociclos tiazolicos séo sidstiom baixa toxicidade e
que possuem acao contta neoformase C. gatti, 0 que corroborou com os resultados
encontrados no estudo. Os heterociclos tiazélicos sdo agentes quamactonprovados
quanto a sua acao anti-inflamatoria, anticonvulsivante, hipoglicemamtieicrobiana, anti-
inflamatoria e analgésica (GORCZYNSKI et al., 2004; HOLLAalet 2003; KUMAR et al.

2007; LESYK et al., 2006) e, portanto sdo substancias com promissora atividade biolégica

6.1. ldentificacdo genotipica dos isolados déryptococcus neoformansC.

gattii do presente estudo

Em 1993, Meyer e colaboradores propuseram a utilizacdo do primend@aa a
diferenciagdo da sorotipagem @eyptococcusspp. e mostraram que tal primer era capaz de
diferenciar as espécies @ neoformangsorotipos A e D) €. gattii (sorotipos B e C) e
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indagaram a possibilidade de futuramente cada sorotipo ser ciksiftomo espécies
distintas de Cryptococcusssp. Entretanto, somente em 2015, Hagen e colaboradores
propuseram a divisdo d& gattiiem 7 espécies distintagCe neoformangm 2 espécie mais

um hibrido.C. neoformangossui os genotipos VNI, VNII, VNIII e VNIV e €. gattii os
genotipos VGI, VGII, VGIII e VGIV (CHEN; MEYER; SORRELL, 2014IDD et al.,
2004).

No presente estudo, 70,58% dos isolado€ deeoformandoram classificados como
Cryptococcus neoformangr. grubii, sorotipo A, utilizando o primer GT{scorroborando
com Lin (2009), que aponta®. neoformanwar. grubii como a causa de aproximadamente
95% das infec¢des criptocococicas mundiais. 23,52% dos isolados parearam com 0s genotipos
VNIII e VNIV que ficaram similares entre si e os demaaados, ndo parearam com nenhum
isolado de referéncia. J4 a analise molecular dos isoadyettii, foi observado que 41,17%
dos isolados parearam com o controle de referéncia VGl assno foi visto em um estudo
de levantamento de Martins e colaboradores (2011), que verificarandtpgeVGll como

prevalecente no Brasil.

Nogueira e colaboradores (2015) utilizaram o iniciador (GTga)ya identificar 41
isolados deC. neoformanscausando infeccdo em pacientes. Dentre os 41 isolados, foi
possivel diferencia-los quanto ao genaotipo VNI e VNII, onde, 97,4% (3&ds) foram
identificados como VNI e 2,6% (3 isolados) foram identificados comdll.VEmM
contrapartida, esse fato nao foi visto no presente estudo, onde nao fe¢lpdifsienciar os
gendtipos VNI e VNII, porém, conseguimos identifica-los cotoneoformansvariedade
grubii. O iniciador (GTGy, € muito utilizado para a identificacdo genotipica do complexo
neoformans / C. gatti(ESCADON; MONTILLA; 2010; NOGUERA; ESCANDON;
CASTANEDA, 2015; VELEZ; ESCANDON, 2016). Vélez e Escandén (2016¢rdin a
identificacdo genotipica utilizando os iniciadores (GT6&)URA5S e, obtiveram o mesmo
resultado dos gendtipos nos dois testes. Mas no entanto, estes mesraegaataram que é
mais a comparacao do bandeamento dos isolados utilizando o iniciadérdJRAIhor em
relacdo ao iniciador (GT@) pois, a quantidade de bandas é menor e existe uma maior
especificidade para cada isolado. Portanto, é de interesseafaofirmacdo dos resultados
utilizando o iniciador URAS.
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6.2. Triagem das substancias com potencial antifungico e teste de analise

citotoxica

Antes de investigar os possiveis danos de uma substancia prontssmraagente
antimicrobiano, € importante realizar ensaios de citotoxicidade, qoedsaextrema
importancia quando se trata da busca por novos farmacos (PAGANO;IBAG@ES5). Os
ensaios de citotoxicidade vitro demonstram se uma determinada substancia é toxica para as
células de mamiferos, determinando o niumero de células viaveiggsestp0s um periodo de
incubacdo com a substéncia de estudo. Essa abordagem consistéizamuati método
conveniente que prevé a toxicidadevivo das substancias através da medicdo do numero de
células viaveis em comparacdo com o0s controles que ndo recebenatanoento das
substéancias (RISS; MORAVEC; NILES, et al.,2011).

A avaliacdo da citotoxicidade das substéncias utilizadas no présdrakho foi realizada
frente a macrofagos peritoneais murinos, e frente a macroBgésv (do inglés:Bone
Marrow-derived Macrophagg A viabilidade celular dos macrofagos peritoneais foi avaliada
a partir do valor de IC50 que representa a concentracdo dansidospde foi capaz de inibir
50% da viabilidade celular dos macréfagos. O IC50 das subst&®ic&se HTI 7 nao foi
encontrado, ou seja, as substancias testadas nao apresentarnaad®yara os macrofagos
na maior concentracdo testada. No entanto, o IC50 da subg#d@iéicou entre 20 e 100
png/ml. A citotoxicidade, utilizando os macréfagos BMDM - de medulaays®i realizada
através da visualizacdo em microscopio eletrénico de fluoreac@Desta forma pode-se
observar o local de um possivel dano na célula de mamifero a gerexposicdo a
determinada substancia. A toxicidade da subst&ic¥6 no valor da CIM (31,25 pg/ml) foi
confirmada quando visto em microscopio eletronico de fluorescéncia egteutura celular
dos macréfagos apresentavam o citoesqueleto danificado, ao contrquiand® observou a
estrutura dos macréfagos na presenca das substBh@as HTI 7, onde, a estrutura celular
dos macrofagos estava intacta, semelhante ao controle semetrtia Portanto, utilizando
tanto os macréfagos peritoneais como os macrofagos BMDM foi obsergae as
substancia®kl 82 e HTI 7 ndo apresentaram toxicidade nas condi¢des testadas do presente

trabalho.

O ensaio de citotoxicidade para avaliar a taxa de hemoliserittésims foi executado

também, pois, uma das principais funcdes dos eritrécitos € carcedgémio pelo sistema
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circulatério, qualquer alteracdo nessa funcdo pode ser fatahdiaduo (PAGANO;
FAGGIO, 2015). A taxa de hemdlise dos eritrocitos humanos frergebatanciaikl 82 e
HTI 7 foram menores que 5%. De acordo com Ralph e colaboradores (2009 kg raguem
de hemolise dos eritrécitos para uma substancia ndo ser consideiada de 0 a 9%, com

iSs0, as substancias em estudo nao sdo consideradas toxicas contra os dritnianos.

Outro fator importante a ser avaliado em uma substancia comrxiabide um possivel
farmaco € a sua lipossolubilidade. A finalidade dessa anaigaliar de forma quantitativa, a
influéncia da hidrofobicidade sobre a atividade antimicrobiana. A lipgstdhde das
substancias nos indica a biodisponibilidade da substancia nos érgamoe decindividuo
(LIPINSKI et al., 2001). A substancidT! 7 apresentou ClogP = 6,2 e a substancia Rl 82
ClogP = 3,97. Segundo Lipinski (2001), para uma substancia ser consitemdzara
atravessar passivamente membranas bioldgicas, tem que aprese@imgP menor que 5, 0
que foi visto somente no compod® 82. A influéncia da hidrofobicidade, denotada pelo
descritor ClogP, sobre a poténcia antimicrobiana, esta primordignrefdcionada a
necessidade de um balanco lipofilico-hidrofilico, a fim de possibifitaocorréncia de
processos de difusdo através de membranas biologicas para postimadeamento da

referida atividade.

No presente trabalho também foi calculado os valores de indicelaliwid®de das
substancias selecionada. Segundo Protopopova e colaboradores (2005), valuwles die i
seletividade iguais ou maiores que 10, conferem a seletividadabdtarscia por células
microbianas em relagdo a célula normal do hospedeiro. No presdydathe, a média do
indice de seletividade para as células fungicas foi de 263,16a patstanci&l 82, valor 26
vezes maior que o minimo aceitavel e 32,05 para a subsHinkcia. Quanto maior o valor
do indice de seletividade, mais segura sera a substancia edontiodbons candidatos para
estudan vivo (MAGALHAES et al., 2013).

Para avaliagdo da citotoxicidade das substamis&2 e HTI 7 em modelan vivo, foi
utilizada aG. mellonellaA G. mellonellaé um 6timo modelo para investigar a toxicidade de
compostos e toxinas (CHAMPION; WAGLEY; TITBALL, 2016\ sobrevivéncia deG.
mellonellafoi de 100% quando tratada com a substaddia7 e 90% quando tratadas com a
substanciaRl 82, indicando que as substancias em estudo ndo foram toxicas para.a larv
Quando comparado a sobrevida@emellonellainfectada contC. neoformangKN99a) e

tratada com 5 mg/kg das substancias, foi visto que a taxa dwvisi@baumentou em relacéo
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ao controle de infeccdo que néo recebeu o tratamento com as dabstangartir disso,
ensaiosn vivo utilizando modelo murino seriam adequados para uma melhor investigacédo da
substancia. A5. mellonellatem sido usada como um modelo de infeccdo alternativo desde o
ano de 1980 e sua utilizacdo em estudo de doencas bacterianas &sféngiescoberta de
novos antimicrobianos tem sido utilizada de forma abrangente (GHAM, WAGLEY;
TITBALL, 2016). Mylonakis e colaboradores (2005) investigaram equaziram 0 uso de

G. mellonellapara o estudo da infeccao gr neoforman concluiram que esse modelo &
ideal para execucdo de tal investigacdo. Esta larva apresamizgens em relacdo aos
experimentos que utilizam modelos animais, pois, as larvas s&obaratas e faceis me
manter, ndo necessita de laboratorios especializados e nédo reguacapmo conselho de
ética (TSAI; LOH; PROFT, 2016).

6.3. Avaliacéo da susceptibilidade de diversos isolados @eyptococcus

neoformanse C. gattii e ensaios de viabilidade celular

Com o aumento da incidéncia de infec¢Oes sistémicas por furegbasea por novos
agentes antifungicos, surgiu a padronizacdo de ensaios labosgtaraiorientar a selecao da
terapia antifungica e verificar possiveis novos agentes antifun@t&, 2008). O ensaio de
microdiluicdo em caldo para a verificacdo da concentracdo inéitdinima é importante e

vantajosa para a triagem inicial da busca de um novo farmaco com atividaderabian&

Utilizando os ensaios de microdiluicdo em caldo no presente trabalhesgode
observar que todos os isolados @eneoformans C. gattii estudados séo suscetiveis ao
fluconazol, onde o maior valor de CIM encontrado foi para o isolado 96806r@mformans
com CIM de 8 pg/ml. Valores 8 pg/ml de CIM caracterizam a sensibilidade ao fluconazol.
Para anfotericina B os isolados séo sensiveis quando sua GIM,8 pug/ml e resistentes
quando a CIM & 2,0ug/ml (CLSI, 2008). No presente trabalho foi observado também que o
isolado 230933 d€. gattii apresentou valor de CIM de 2//ml para a anfotericina. B
maior valor de CIM encontrado para a substamiie82 foi de 3,9 ug/ml para diversos
isolados deC. neoforman® C. gattii. A substancidTl 7 apresentou o maior valor de CIM
de 31,25 pg/ml para uma série de isoladoSrgptococcuspp.
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Frequentemente, a resisténcia antifingica surge durante odeunsdamento clinico,
entretanto, muitos isolados patogénicos podem ter resisténciagiodrimsirogas antes mesmo
de entrarem em contato com elas. O fenémeno conhecido como redf®-@&d8, informa
que, os isolados microbiolégicos que mostram como sensiveis em emsatimsrespondem
apropriadamente a terapia antifangica em aproximadamente 90% dos&asaspjados que
se mostram resistentes respondem 60% ao tratamento, apesarrdsistéacian vitro a
droga. Esta regra € aplicavel desde a década de 1960 paraia dwsanicro-organismos e
continua sendo usada até os dias atuais (ZAVREL; WHITE, 2015). Meso o fenémeno
como base, a interagdo entre drogas e infecc¢ao fungica dependersiesdatores, incluindo,
a espécie do patdgeno clinico, sua linhagem, a susceptibilidade, feronesdimento, dose
da droga administrada, o sitio da infeccdo e o sistema imunolégibosp@deiro. Além
disso, os antifungicos sdo mais eficazes contra as célulasbraias em crescimento ativo

do que células quiescentes, com baixo potencial proliferativo (REX; PFALLER, 2002).

No presente estudo, observou-se que as substancias tiazolinicascépaaas de
inibir a viabilidade celular da levedura, mostrando uma promissoidaatein vitro contra
isolados deC. neoformang C. gattii As curvas de morte das substancias foram comparadas
com a curva de morte do fluconazol na concentracdo de CIM e 2M,a00de, a cinética da
acdo antifungica das substancias e do fluconazol foram acompanNadesncentracao de
CIM e 2X a CIM, o fluconazol e as substandris82 e HTI 7 apresentaram um declinio da
viabilidade celular no tempo de 12 horas, e esse declinio foi percdbidoteampo de 72
horas alcancando a porcentagem de 20% de células viaveisndeforman C. gattii. Em
um ensaioin vitro com C. gattii, Santos e colaboradores (2012) também observaram um
declinio de células viaveis no periodo de 12 horas, porém, alcancou uemtpakcde
sobrevida de 20% das células criptocococias no tempo de 48 horas parardracéc de
CIM utilizando o fluconazol. Esse tempo caiu para 36 horas quando attizaconcentracao
de 2X a CIM, o que né&o foi visto em nosso estudo para os isoladosrmmformans C.

gattii.

Ao testar as interac0@svitro entre as substanci&s 82 eHTI 7 com os antifungicos
anfotericina B e fluconazol, verificou-se que os valores médio€lkiefbram indiferentes a
combinagdo. De acordo com Cuenca-Estrella (2004), quando os valores Fdesail
indiferentes indica que os farmacos em combinacdo ndo possuem afeosos sobre a

resposta terapéutica.
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6.4. Inibicdo de possiveis fatores de viruléncia e danos na estrutura celulae d
Cryptococcusspp. frente ao tratamento com as substancias RI 82 e HTI 7

Os macrofagos sdo as principais células do sistema imucwléginteragirem com o
Cryptococcuse a possivel aceleracdo da fagocitose das células mi@sl@arilia o sistema
imunologico a reconhecer os micro-organismos invasdvesNSOUR et al., 2014). Em
contrapartida, as espécies @g/ptococcussao organismos intracelulares facultativos com a
capacidade de persistir durante anos em individuos colonizados, desde nadéiocia do
micro-organismo no hospedeiro pode evoluir para um infecgdo caso ocordsstundio
imunologico ALANIO; DESNOS-OLLIVIER; DROMERA, 2011). Porém no presente
trabalho na avaliacédo do indice fagocitico , observou-se que ndo hfmreegh significativa
em relagcdo ao controle, quando os macréfagos murinos foram tratadass crhstancias
HTI 7 e RI 82 por duas horas e posteriormente entraram em contato com as délGla
gattii (L27/01).

A producdo da matriz extracelular gbmyptococcusspp. € uma das estratégias dos
fungos para se protegerem contra os antifingicos (MARTINESADEVALL, 2006a). A
partir disso, a avaliacdo da integridade e a possivel desgueom farmaco pode causar no
biofilme é importante, pois, a desordem da matriz polimérica ddnbéofara com que o
antifingico atinja o maior numero de células fungicas planctonicaprééente estudo, o
biofilme foi previamente formado em placas de 96 pocos por 24 horassegeiida tratado
com as substancidl82 e HTI 7. Diante disso, notamos que as duas substancias causaram
uma desintegridade do biofilme @e gattii, porém, somente a substanRia82 desintegrou o
biofiilme de C. neoformansEsse processo mostrou que as substancias foram capazes de
desintegrar a matriz polimérica @ryptococcusspp. quando avaliado a transmitancia das
amostras tratadas com as que nédo receberam o tratamento. @ebdwiC. neoformanexibe
niveis mais altos de resisténcia antifingica em comparacado cétutas planctdnicas
(MARTINEZ; CASADEVALL, 2006a) e também sao mais resistentes moléculas
antimicrobianas produzidas pelas células do sistema imunolégico TNWEZ,

CASADEVALL, 2006Db).

A capsula € um importante fator de viruléncia p@rgptococcusspp. pois pode
interferir na fagocitose pelos macréfagos, esgota componentesngaemento, inibe a

resposta imunoldgica do hospedeiro e a atividade de agentes anbi$lidgidoi relado que
93



Cryptococcusspp. acapsulares ndo sao virulentos (BOSE et al.,, 2003; MCFADDEN,;
CASADEVALL, 2001; ZARAGOZA et al., 2008). Porém, foi visto no preserdtudon
através da microscopia Optica, que as substamiie®2 e HTI 7 ndo foram capazes de
interferir no tamanho da capsula da levedura em relagcdo ao eodé&atrescimento sem
tratamento. Através da microscopia eletrénica de varredura, favadeeque o isolado de.
gattii (L27/01) tratado com a concentragdo de CIM da subst&hfiar apresentou uma
maior quantidade de fibras capsulares em relacdo com o controkeas@mento, indicando
que possivelmente a célula da levedura detectou a substéncia conmalude gerigo ou
sinal de alerta de fagocito (CHRISMAN et al., 2011). Dianteodiésnteressante fazer outros
estudos para avaliar a atuacdo da substancia na capstitgpieoccusspp. como, medir 0
tamanho das fibras capsulares com o programa Image J e feapparacdo das células

tratadas com as nao tratadas.

O extravasamento do material genético informa que possivelmenteweoruptura
na membrana celular do micro-organismo. Em um estudo com utilizanoloréiatizado por
Bennis e colaboradores (2004), foi visto que a agdo do timol na membkaamapta ocorreu
no momento de multiplicagdo celular &accharomyces cerevisiaBlo presente estudo
possivelmente ocorreu 0 mesmo, pois no periodo de 2 horas obsemamasnento no
extravasamento celular @ gattii quando tratado com o fluconazol, anfotericina B e com as

substanciafl 82 eHTI 7. Neste periodo, a multiplicacéo celular da levedura é elevada.

A parede celular d€ryptococcust uma organela essencial que confere estrutura e
integridade celular (BAKER, 2011). O sorbitol € um protetor osmdse@ parede celular da
levedura apresentar algum dano, o sorbitol ird proteger a célyterda da homeostasia
(FROST et al. 1995), a partir disso, foi feito o ensaio de micrgédibuem caldo utilizando o
meio de cultura RPMI acrescido de sorbitol e verificamos querloit@on&do conferiu
alteracdes nos resultados da CIM, levando a acreditar que assialssestudadas ndo estéo

ocasionando danos na parede celular fungica.

Nos ensaios para avaliagdo da producao da melanina foi observadsupstaacia
RI 82 possivelmente levou a um retardo retardou da producao da melan@eagattii, sendo
que o L3,4-dihidroxifenilalanina (L-dopa) estava presente em abundancieimalencultura.
A producdo da melanina depende da enzima lacase e de compostos eX6g&to=t( al.,
2003; GRANGER; PERFECT; DURACK, 1985), como as catecolaminas stfe gresentes

no sistema nervoso central (SNC) do hospedeiro, sendo esse @aiads®0 tropismo do
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fungo pelo SNC. Como a substangib82 diminuiu visualmente a producéo de melanina e
possivelmente retardou a levedura em usar o L-dopa para a producao da melanina imo ensai
vitro, um ensaio de comparacdio vivo seria interessante para avaliar se a substancia
retardaria a disseminacdo da levedura para o SNC. A melar@naisede biossintese da
melanina sdo de fato, potenciais alvos de acdo para novos farmatcogreininos
(NOSANCHUK; STARK; CASADEVALL, 2015).
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7. RESUMO DOS RESULTADOS E CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que as novas substarfoi@rgdescritas
e estudadas no presente trabaRb82 e HTI 7, mostraram baixos valores de CIM contra
isolados deC. neoformanse C. gattii, baixa toxicidade frente as células de mamiferos e

seletividade para as células criptococécicas em comparacao comlas délmamiferos.

As caracteristicas das duas substancias selecionadas noeptesiegiho as apontaram
como um potente antifUngico para futuros ensaowivo utilizando modelo murino de
infecgdo. Observou-se também que a subst&id®2 apresentou ClogP = 3,97, onde mostra
gue a substancia atravessa membranas bioldgicas com facilidade,  sm bom indicador

para o tratamento da neurocriptococose.

A substanciaRl 82 retardou a producdo da melanina &n gatti. Sendo assim,
interessante para o estuntovivo utilizando mamiferos de pequeno porte para avaliar se a
substancia também retardaria a disseminagdo da levedura e s1ervoso central, pois
€ no SNC que cryptococcusconsegue a catecolamina para a producdo da melanina no

hospedeiro.

Este estudo também mostrou uma diversidade genotipica entre dessdtacomplexo
C. neoformans / C. gattiém estudo e, que o iniciador (GE@& um bom diferenciador
filogenético para esses isolados, porém, sendo necessario a ogédirotdizando outros

iniciadores como 0 URA5 que é muito utilizado para este fim.

Portanto, a triagem de substancias em classes sabidamentecatiEgiicomo bons
antimicrobianos direciona para uma busca mais certeira de uncipbtEmmaco. Diante
disso, foi possivel selecionar utilizando testes de citotoxicidad@ipsrde microdiluicdo em
caldo e busca por um possivel alvo de acéo ou inibicdo de fatores decidral€ substancias
RI 82 e HTI 7 como promissoras para estudos futuros que comprovem a sua atividade

também em modelads vivo utilizando modelo murino de infec¢ao.
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