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RESUMO

A criptococose € uma infeccao fungica causada por leveduras do género Cryptococcus, sendo
Cryptococcus neoformans a espécie mais frequentemente isolada e de grande importancia
clinica. O nucleo tiazolinico é uma estrutura quimica encontrada em diferentes substancias
sintéticas com ampla atividade bioldgica. O objetivo deste trabalho foi na primeira parte, avaliar
por meio de testes in vitro e in vivo, o potencial antifingico de substancias heterociclicas
tiazdlicas contra Cryptococcus spp e os efeitos sobre fatores de viruléncia de C. neoformans.
Na segunda parte deste trabalho, objetivou-se avaliar a atividade antifingica in vivo da
substdncia RN-104 em sua forma complexada com ciclodextrina no tratamento de um modelo
experimental de criptococose murino. A atividade antiflngica de 23 substancias sintéticas
contra isolados de C. neoformans H99 e C. neoformans L27/01 foram avaliadas utilizando o
teste de Concentra¢do inibitoria minima (CIM). Observou-se que 12 substancias apresentaram
eficacia contra os isolados avaliados, com valores de CIM variando de 0,05 — 7,80 pg/mL. Além
disso, observou-se que substancia PD76, um produto de degradacéo tiazolico, apresentou valor
de CIM de 0,05 pg/mL, inferior ao apresentado pelo seu precursor. As substancias HTI-12,
HTI-13 e HTI-14 foram avaliadas contra leveduras de importancia médica do género Candida
e o0 menor valor de CIM foi encontrado para a substancia HTI-14, sendo a espécie Candida
albicans SC5314 susceptivel as 3 substancias avaliadas. A toxicidade das substancias HTI-7,
HTI-12, HTI-13 e HTI-14 foi avaliada no modelo invertebrado Tenebrio molitor e encontrou-
se LD50 >10 mg/kg. A substancia HTI-14 foi selecionada e avaliada in vitro contra 12 isolados
de C. neoformans e apresentou valores de CIM entre 0,12 — 0,48 pg/mL, e valor de CFMso igual
a 0,17. A substancia HTI-14 apresentou interacdo indiferente com os antifingicos fluconazol e
anfotericina B no teste de concentracdo inibitéria fracional. Quando avaliado o efeito da
substancia HTI-14 sobre alguns fatores de viruléncia de C. neoformans, observou-se reducao
da atividade metabolica em células sésseis de biofilme formado pelo isolado C. neoformans
H99 apds tratamento por 24 horas. Na avaliacdo da atividade antifingica no modelo de
invertebrado Tenebrio molitor, as substancias HTI-7 e HTI-14 foram avaliadas e mostrou-se
capazes de aumentar a sobrevida das larvas com um desempenho comparado ao fluconazol. No
modelo in vivo murino, verificou-se que a substancia HTI-7 na concentragdo de 10mg/kg/dia
mostrou-se eficiente, sendo capaz de manter 50% de sobrevida dos animais tratados apds 72
dias. Na avaliacdo da atividade antifingica da substancia RN-104 livre e complexada com
ciclodextrina no modelo experimental de criptococose, verificou-se no o grupo de animais
tratados com o complexo RN-104/ciclodextrina reducdo na carga fangica recuperada do tecido

cerebral. Os resultados apresentados neste trabalho demonstram a potencial atividade



antifungica de substancias heterociclicas tiazolicas contra Cryptococcus spp. in vitro e in vivo,
além de amplo espectro de atividade em outras leveduras de importancia médica. Os resultados
encontrados neste presente trabalho podem representar potenciais protétipos para estudo e
desenvolvimento de novos farmacos antifingicos, afim de ampliar o arsenal de medicamentos

para o tratamento da criptococose.

Palavras-chave: Cryptococcus spp., antifngico, Tenebrio molitor, heterociclico tiazélico.



ABSTRACT
Cryptococcosis is a fungal infection caused by yeasts of the genus Cryptococcus, being the
species Cryptococcus neoformans the most frequently isolated and of great clinical importance.
The thiazoline nucleus is a chemical structure found in different synthetic substances with wide
biological activity. The objective of this work was, in the first part, to evaluate, through in vitro
and in vivo tests, the antifungal potential of thiazole heterocyclic substances against
Cryptococcus spp and the effects on virulence factors of C. neoformans. In the second part of
this work, the objective was to evaluate the in vivo antifungal activity of the substance RN-104
in its complexed form with cyclodextrin in the treatment of an experimental model of murine
cryptococcosis. The antifungal activity of 23 synthetic substances against isolates of C.
neoformans H99 and C. neoformans L27/01 were evaluated using the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) test. It was observed that 12 substances showed efficacy against the
evaluated isolates, with MIC values ranging from 0.05 — 7.80 pug/mL. Furthermore, it was
observed that substance PD76, a thiazole degradation product, presented a MIC value of 0.05
pug/mL, lower than that presented by its precursor. The substances HTI-12, HTI-13 and HTI-14
were evaluated against yeasts of medical importance of the genus Candida and the lowest MIC
value was found for the substance HTI-14, with Candida albicans SC5314 being susceptible to
the 3 substances evaluated. The toxicity of substances HTI-7, HT1-12, HTI-13 and HTI-14 was
evaluated in the invertebrate model Tenebrio molitor and found LD50 >10 mg/kg. The
substance HTI-14 was selected and evaluated in vitro against 12 isolates of C. neoformans and
presented MIC values between 0.12 — 0.48 pg/mL, and CFMsg value equal to 0.17. The
substance HTI-14 showed an indifferent interaction with the antifungals fluconazole and
amphotericin B in the fractional inhibitory concentration test. When evaluating the effect of the
substance HTI-14 on some virulence factors of C. neoformans, a reduction in metabolic activity
was observed in sessile biofilm cells formed by the isolate C. neoformans H99 after treatment
for 24 hours. In the evaluation of the antifungal activity in the invertebrate model Tenebrio
molitor, the substances HTI-7 and HTI-14 were evaluated and showed to be able to increase
the survival of the larvae with a performance compared to fluconazole. In the in vivo murine
model, it was found that the substance HTI-7 at a concentration of 10mg/kg/day was efficient,
being able to maintain 50% of survival of the treated animals after 72 days. In the evaluation of
the antifungal activity of the substance RN-104 free and complexed with cyclodextrin in the
experimental model of cryptococcosis, it was verified in the group of animals treated with the
RN-104/cyclodextrin complex a reduction in the fungal load recovered from the brain tissue.

The results presented in this work demonstrate the potential antifungal activity of heterocyclic



thiazole substances against Cryptococcus spp. in vitro and in vivo, as well as a broad spectrum
of activity in other yeasts of medical importance. The results found in this present work may
represent potential prototypes for the study and development of new antifungal drugs, in order
to expand the arsenal of drugs for the treatment of cryptococcosis.

Keywords: Cryptococcus spp, antifungal, Tenebrio molitor, thiazole heterocyclic.



Sumario

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA .....oovtiiiiiiiierieiiesissississ s 20
1.1 Criptococose: historico e epidemiologia .........ccceovrereireniiienee e 20
1.2 GENEIO CrYPLOCOCCUS ...ecvveveeeteesiesieesieeseesteesteeseessaesteeseessaeaeaseesseesseaseesseesseannesreenennes 22
1.3 Fatores de VIFUIBNCIA. .......cveviiiiiiiii et 24
1.4 INTECCAD € PALOYGENESE .....vveveeieeeie sttt ettt e sttt e sre e e raenaeaneesreenreenes 27
1.5 ANEIFUNGICOS ...ttt 29
1.5.1 Terapéutica MediCAMENTOSA .........ccuveveiieeiecie e nre s 29
1.5.2 Resisténcia aos antiflngiCoS. ........ccviireiiiiirieiie e 31
1.5.3 Alvos para o desenvolvimento de antiflngiCosS..........ccecvveveiieveiiieceese e 32
1.5.4 Busca por NOVOS antifUNGICOS........cieruririiiiieisie e 34
1.5.5 HeteroCiChico tIaZONCO .......cviuiieiiciiieeeee e 35
1.5.6 Complexos de incluséo entre antiflngicos e ciclodextring ...........cc.cocevvrvrerinnenn. 36
1.6 Modelo alternativo invertebrado Tenebrio molitor ..o 37
2. JUSTIFICATIVA ettt ettt et e nr e e e 40
3. OBUIETIVOS ...ttt r e ner e e nnee s 41
3.1 ODJELIVO GEIAL ...ttt 41
3.2 ObjetivVos ESPECITICOS ....viiuiiiiecie et 41
A MATERIAIS E METODOS..........ooiiieieeeeieeeseeee e eeistese s nessenses s 42

4.1 PARTE I: Triagem de substancias sintéticas e avaliacdo da atividade antifingica in

vitro e in vivo de heterociclicos tiazélicos frente a CryptoCOCCUS SPP. ..voververeeververeniennes 42
4.1.1 SUDSLANCIAS EXPEIMENTAIS .......cviivieieeie et ae e ere s 42
4.1.2 Fungos e prepar0 do iNOCUIOD .........cccooiiiiiiiiiee e 42
4.1.3 Determinagdo da concentragdo inibitoria minima (CIM)........cccccovceiiviiiieiiniiennn, 43

4.1.4 Teste de susceptibilidade antifungica contra outras leveduras de importancia

1< o OSSR P PP PRSPPI 43
4.1.5 Determinagdo da concentragdo fungicida minima (CFM) .........cccccoevviviiiieinnnn, 44
4.1.6 Avaliacdo da concentracao inibitoria fracional ...........c.ccocveveiiniiieie i, 44
4.1.7 Avaliacdo do efeito na parede Celular............ccooviiiiiiiiiie 44
4.1.8 Atividade de FOSTOlIPASE ......ccvviieiieiiee e 45
4.1.9 Atividade da ProteINASE .......ccueiieiieiieie ettt et nrees 45

4.1.10 Avaliacdo do efeito na integridade do biofilme...........cccccoevviiiiiieii i, 46



4.1.11 Toxicidade em Tenebrio MOTITON .......ovveveeeeeeeeee e 46

4.1.12 Curva de sobrevida em Tenebrio Molitor...........coeovviieiiiiniieis e, 47
4.1.13 Curva de sobrevida em modelo MUFNO.......cccooiiiiiiiiineeee s 47
4.1.14 ANALISE BSTALISTICA .......eiveveieieiieeeei e 48
A2 PARTE T ..ottt sttt e nie e beesnee s 49
4.2.1 SUDSLANCIAS EXPEITMENTAIS ......ecviiveeiieieceese e ae e srees 49
4.2.2 Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM)........ccccooviiiiniinenienne, 49
4.2.3 Modelo murino de criptococose PUIMONAY ...........cccveveiieiieie e 50
4.2.4 ANALISE ESLALISTICA ....e.veveieiieiieiieee et 51
5. RESULTADOS ...ttt e e neennne s 52

5.1 PARTE I: Triagem de substancias sintéticas e avaliacdo da atividade antifungica in

vitro e in vivo de heterociclicos tiazolicos frente a CryptoCOCCUS SPP. ..ccvveveeveerveeeenen, 52
5.1.1 Triagem de SUDStANCIAS SINELICAS.......cvviiueieririe e 52

5.1.2 Teste de susceptibilidade antifungica contra outras leveduras de importancia

5.1.3 Concentracdo inibitoria (CIM) e fungicida (CFM) minima da substancia HT1-14 em

GO OIMANS . ..o 54

5.1.4 Interacdo da substancia HTI-14 com os antifungicos anfotericina B e fluconazol 55

5.1.5 Avaliacdo do efeito da substancia HTI1-14 na parede celular.............cccccocoveennnnen. 57
5.1.6 Avaliagdo da inibi¢do da atividade enzimética de fosfolipase e proteinase........... 57
5.1.7 Avaliacdo do efeito na integridade do biofilme...........ccccoveiiiiiiii e, 58
5.1.8 Toxicidade e sobrevida em Tenebrio Molitor.............ccoovvvieiiiinc i 58

5.1.9 Sobrevida em Tenebrio molitor infectados com C. neoformans H99 e tratados com
HTL-7 @ HT L0 e ettt et e e e e e e e e et e e e e et eeeeeeaeeans 59

5.1.10 Curva de sobrevida em modelo murino com tratamento com a substancia HTI-

5.2 PARTE II: Avaliacdo da atividade antifangica do complexo RN-104/ciclodextrina no

tratamento da criptococose em Modelo MUFINO........ccevviierieiesieee e 62

5.2.1 Concentragdo inibitéria minima do complexo RN-104/ciclodextrina contra

CrYPLOCOCCUS SPP . -teeuteeeureerueeauteesteeasteesueeasteeateeasseesbeeasbeesseeaseeesseeambeeabeeanseesbeaanbeensneansee e 63
5.2.2 Avaliacdo do complexo RN-104 em modelo murino de criptococose................... 63

B. DISCUSSAD ..o e e e e et e e et e et e e ee e e e et e e er e e s et e e et e e eraeer e 66



7. SINTESE DE RESULTADOS ......oooiieeieteeeeeeetess et

8. CONCLUSAO

0. REFERENCIAS ..o oot e e et e e s e e et e e e s et e e et e e ereer s



20

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Criptococose: histérico e epidemiologia

A criptococose € uma das micoses oportunistas que mais ameacam a vida em todo o
globo (SALAZAR et al., 2020) e é causada pela levedura basidiomiceta do género
Cryptococcus, podendo se manifestar de forma isolada ou sistémica e acometer seres humanos
e animais (XUE et al., 2007; IDNURM, 2010). O primeiro relato de caso humano de
criptococose foi descrito em 1894 pelo patologista Busse, onde uma levedura encapsulada foi
isolada de uma lesdo Gssea tibial de uma paciente de 31 anos. Esse caso clinico continuou sendo
estudado por Buschke e teve novos dados relatados em 1895. Apesar de ndo ter apresentado
envolvimento com o sistema nervoso central (SNC) neste caso, € considerado entéo o registro
mais antigo da doenca (WILSON, 1956; MITCHELL & PERFECT, 1995).

O género Cryptococcus compreende mais de 30 espécies de leveduras, no entanto, a
maioria das infeccBes humanas sdo causada por apenas dois complexos de espécies: C.
neoformans e C. gattii (BEARDSLAY et al., 2019). Cryptococcus neoformans se apresenta
como o principal agente patoldgico isolado infec¢des criptocdcicas em individuos com sistema
imunolégico comprometido, enquanto as infecgcdes por C. gattii ocorrem principalmente em
individuos com sistema imune competente (GIBSON & JOHNSTON, 2015).

C. gattii € isolado principalmente em arvores de eucalipto em decomposicédo, no entanto,
ja foram relatados isolamentos em animais e em 54 espécies arboreas diferentes, incluindo
gimnospermas e angiospermas. A espécie é geralmente endémica em regides de clima tropical
e subtropical (SPRINGER & CHATURVEDI, 2010). Em 1999 foi relatado um surto de C.
gattii com casos clinicos humanos e veterinarios na ilha de Vancouver, Canada (KIDD et al.,
2004) e cepas altamente virulentas foram relatadas em regides de clima temperado como na
regido da Columbia Britanica no Canada e no noroeste dos Estados Unidos, indicando entdo
uma mudanca na distribuicdo geografica da espécie (LIZARAZO et al., 2014).

Na América Latina, assim como em todo mundo, dados moleculares disponiveis
indicam C. neoformans tipo VNI como a causa mais comum de criptococose (76,01%) em
pessoas infectadas pelo HIV, seguido por C. gattii tipo VGII (12,37%) que afeta principalmente
hospedeiros saudaveis. Esses dois tipos moleculares também predominam no meio ambiente
(68,60% para VNI e 20,70% para VGII) (FIRACATIVE et al., 2021).
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A distribuicdo de C. gattii nos paises em desenvolvimento esta relacionada aos paises
dos continentes da Asia, Africa e América Latina. Na América do Sul, C. gattii tipo VGII é 0
mais comumente isolado (SORRELL et al., 2014). No Brasil a espécie C. gattii é endémica nas
regides Norte e Nordeste e esta associada a infec¢cdes em adultos jovens e criancas. A infeccdo
fangica ocorre geralmente em individuos imunocompetentes e em faixas etéarias distintas entre
0s jovens adultos que desenvolvem criptococose associada ao HIV. O tipo molecular
predominante € o VGII, que apresenta alta variabilidade genética e representa cerca de 80% dos
casos (JUNIOR et al., 2017), e esta relacionado a em casos de meningite, doencas cutaneas e
infeccdo pulmonar em imunocompetentes e em infec¢bes de imunossuprimidos (HERKERT et
al., 2017). O sorotipo B é prevalecente nessas regies, com taxa de letalidade que varia de 40-
56% para as infecgOes em adultos jovens e criangas, causando frequentemente incapacidades
como deficiéncias visuais, cegueira e hidrocefalia (TRILLES et al., 2008).

Nas regides Sul e Sudeste predominam as infeccbes causadas pela espécie C.
neoformans, com taxa de letalidade que pode chegar de 35 a 40%, representando
aproximadamente 5% das infeccdes oportunistas nos casos de HIV no pais (BRASIL, 2010).
Conforme observado por Ribeiro & Ngamskulrungroj (2008) o sorotipo A é o0 mais
frequentemente isolado e relatado nas regides Sul e Sudeste, ja a frequéncia do sorotipo D é
baixa, ja sendo relatado por Horta e colaboradores (2005) ocorréncias desses isolados na regido
Sul do pais.

Os grupos de risco para infeccdo por C. neoformans incluem pacientes transplantados,
pacientes com doencas reumaticas, individuos submetidos a terapias imunossupressoras,
individuos com uso cronico de esterdides, portadores de diabetes mellitus, de disturbios
pulmonares e individuos vivendo com HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana) (BANERJEE
et al, 2001; BEARDSLAY et al., 2019). As infeccbes criptococicas tem evoluido
mundialmente principalmente entre pessoas vivendo com HIV (PVHIV), causando milhares de
mortes por ano.

O processo infeccioso da criptococose pode se apresentar em casos isolados ou
disseminados com comprometimento dos sistemas pulmonar, 0sseo, cutaneo, sanguineo e
liquido cefalorraquidiano (LCR). A manifestacdo clinica mais comum da doenca é a
meningoencefalite criptocdccica, que provoca mais de um milhdo de casos e aproximadamente
600.000 mortes anuais (SLOAN & PARRIS, 2014; SACHT et al., 2016).

Devido suas caracteristicas patogénicas, a criptococose é considerada umas das doencas
fangicas mais invasivas do ultimo século (PERFECT & BICANIC, 2015). A taxa de
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mortalidade pode atingir até 30%, sendo incurdvel em individuos que apresentam
imunossupressdo grave, exigindo terapia antifingica ao longo da vida (COELHO &
CASADEVALL, 2016).

Anualmente sdo estimados 223.100 novos casos de meningite criptococcica
globalmente, com 73% dos casos ocorrendo na Africa Subsaariana, e com segunda maior
incidéncia ocorrendo na Asia e Pacifico (19%). Sdo estimadas 181.100 mortes anuais por
meningite criptocdccica em todo o mundo, com 135.900 mortes ocorrendo na Africa
Subsaariana (RAJASINGHAM et al., 2018).

Embora a terapia para criptococose no Brasil seja gratuita e disponivel na rede publica
pelo sistema Unico de saude (SUS), a taxa de mortalidade por meningite causada por C.
neoformans ainda € alta (FERREIRA-PAIM et al., 2017). A taxa de letalidade da criptococose
no Brasil varia de 45 a 65%, no entanto ainda permanece como doenca ndo notificavel. Estudos
epidemioldgicos indicam a criptococose como primeira causa de mortalidade entre todas as
micoses sistémicas associadas a AIDS e a segunda causa de mortalidade entre micoses
sistémicas em geral em todo pais, reforcando que essa micose invasiva representa um
importante problema de saude publica (ALVES SOARES et al., 2019).

1.2 Género Cryptococcus

Cryptococcus spp. pertencem ao filo Basiodiomycota e durante vérias décadas foram
agrupados em duas variedades denominadas C. neoformans var. neoformans contendo os
sorotipos A, D e AD e C. neoformans var. gattii com sorotipos B e C. Com a descoberta dos
teleomorfos, estagios sexuais presentes nessas espécies, foram entdo classificados como
Filobasidiella neoformans (sorotipos A e D) e Filobasidiella bacillispora (sorotipo B e C)
(KWON-CHUNG et al., 1982; 2014).

Posteriormente, utilizando o método Multilocus Sequence Typing (MLST), os tipos de
sequéncia (ST) de isolados de C. neoformans e C. gattii foram classificados com base nas
sequéncias geneticas de sete genes (CAP59, GPD1, IGS1, LACL, PLB1, SOD1 e URAb)
(MEVYER et al., 2019). Através destes estudos foi associado que 0s tipos de sequéncia tendem
a se agrupar por localizacdo geografica, a capacidade de viruléncia criptocdcica e a resultados
clinicos (MONTOYA et al., 2021).
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As cepas do género Cryptococcus sdo diferenciadas por complexo de espécies, espécie,
sorotipo, tipo molecular ou linhagem e tipo de sequéncia. De acordo com a classificagdo atual
0 complexo compreende duas espécies: C. neoformans composta por duas variedades (C.
neoformans var. neoformans e C. neoformans var. grubii) e C. gattii, classificado como uma
espéecie distinta. O complexo possui 4 sorotipos: sendo C. neoformans sorotipo A e C.
deneoformans sorotipo D. O sorotipo AD € um hibrido de C. neoformans sorotipo A e C.
deneoformans sorotipo D. O complexo de espécies C. gattii apresenta os sorotipos B ou C
(MONTOYA et al., 2021), distincao feita com base nas diferencas antigénicas expressas pela
capsula polissacaridea (ZHANG; PARK; WILLIAMSON, 2015). Estudos de genotipagem e
andlises filogenéticas que revelaram uma significativa diversidade genética no complexo C.
neoformans/C. gattii resultaram em uma proposta para uma nova taxonomia do género, onde
C. neoformans se divide em duas espécies (C. neoformans e C. deneoformans) e C. gattii em
um total de cinco espécies (C. gattii, C. bacillisporus, C. deuterogattii, C. tetragattiie C.
decagattii) (HAGEN et al., 2015).

Apesar da nova proposta, Kwon-Chung e colaboradores (2017) recomendam a
utilizac¢ao dos termos “Cryptococcus neoformans complexo de espécies” e “C. gattii complexo
de espécies”, reconhecendo desta forma, que existe uma diversidade genética dentro das
espécies, mas que ainda ndo se tem dados suficientemente claros para que estas espécies sejam
reconhecidas.

Aproximadamente 50 espécies de leveduras basidiomicetas do género Cryptococcus
podem ser encontradas no ambiente, mas apenas as espécies C. neoformans e C. gattii sdo
consideradas patdgenos predominantes da criptococose humana (SABIITI & MAY, 2012). As
espécies Cryptococcus albidus, C. laurentii, C. luteos, C. uniguttulatus e C. humicola séo
classificadas na literatura como espécies ndao patogénicas, entretanto, na Ultima década foram
reladas como patdgenos de infeccdes criptocdcecicas. O surgimento de infecces causadas por
essas espécies pode estar relacionado ao aumento de pacientes imunossuprimidos, e
consequentemente, com a susceptibilidade desse grupo a infecgdes fungicas oportunistas
(BERNAL-MARTINEZ et al., 2010; KHAWCHAROENPORN et al., 2007).

C. neoformans € um fungo haploide e durante a infec¢cdo humana apresenta a forma de
reproducdo assexuada. As caracteristicas de viruléncia do fungo durante a instalacdo da
infeccdo crénica podem induzir pequenas evolugdes genéticas nas populacgdes clonais, afim de
impedir a resposta imune do hospedeiro. As mudancas fenotipicas que ocorrem in vivo durante

0 processo infeccioso, estdo associadas com a expressdo diferencial de genes e a viruléncia da
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espécie. Entre essas mudancas estdo modificaces na estrutura da capsula polissacaridea e da
parede celular fungica, que afetam a resisténcia da levedura diante a fagocitose (GUERRERO
et al., 2006).

A reproducdo sexual é uma contribuinte chave para a geracdo de diversidade tanto no
genotipo quanto no fenotipo, tendo fungdo adaptativa em resposta a variagbes ambientais. No
género Cryptococcus a recombinacgao ocorre durante o cruzamento bissexual e unissexual (FU
et al., 2015). A reproducdo unissexual envolve vias de transducdo e facilita transicdes
dimorficas e formacéo de hifas invasoras. A reproducdo sexual de C. neoformans e C. gattii
também pode contribuir para a viruléncia dos patdgenos através da producdo de esporos na
forma de propéagulos infecciosos (PHADKE et al., 2014).

A morfologia celular das espécies C. neoformans e C. gattii sdo semelhantes, embora
cepas de C. gattii tendem a produzir células leveduriformes mais ovoides e piriformes quando
comparadas com as células de C. neoformans, que sdo geralmente globosas (KWON-CHUNG
etal., 1982). As células de Cryptococcus podem variar em tamanho e estrutura quando isolados

~

de um hospedeiro. A morfologia atipica mais caracterizada ¢ denominada célula “titas”. Essas
células possuem um tamanho de 5 a 10 vezes maior que as células normais da levedura, capsula
altamente reticulada, parede celular espessa que afetam a interacdo pat6geno-hospedeiro

reduzindo a fagocitose pelas células mononucleares do hospedeiro (OKAGAKI et al., 2011).

1.3 Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia permitem que o fungo sobreviva as mudangas ambientais por
meio de uma variedade de vias de sinalizacdo para iniciar seu crescimento e resisténcia. Muitos
desses fatores de viruléncia demonstraram ser regulados com base no ambiente da célula
fangica, o que indica que a expressdo dos fatores de viruléncia pode ser diferente no ambiente
natural em comparacdo com o hospedeiro humano. Essas alteracdes na expressao dos diferentes
fatores de viruléncia podem afetar a interagdo patdgeno-hospedeiro, a consequentemente a
resposta imune do hospedeiro e suscetibilidade antifungica (MOMIN & WEBB, 2021).

Dentre as caracteristicas que conferem viruléncia as espécies de Cryptococcus estdo
capsula polissacaridea, formagéo de melanina, producédo de enzimas extracelulares como urease
e fosfolipase e a formacgéo de biofilme e proteina antifagocitica 1 (Appl) (ALMEIDA et al.,
2015; LUBERTO et al., 2003).
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A cépsula de Cryptococcus spp. € constituida principalmente de dois polissacarideos de
alto peso molecular: glucuronoxilomannogalactano (GXMGal) e glucuronoxilomanana
(GXM), que representa cerca de 90% da massa polissacaridea da capsula (KWON-CHUNG et
al., 2014). A cépsula é primeira estrutura fungica que interage com as células hospedeiras e a
capacidade de multiplas alteragdes no tamanho e na sua conformacdo torna esta uma estrutura
muito versatil. Essas alteracBes sdo caracteristicas tipicas entre as cepas de C. neoformans
durante a infecgdo do hospedeiro, e sdo considerados uma resposta morfolégica precoce contra
a fagocitose. A expressao da capsula € um importante fator de viruléncia para C. neoformans
uma vez que esta envolvida tanto na resisténcia a fagocitose como na modulagédo da resposta
imune (ZARAGOZA et al., 2009). A melanina € um pigmento hidrofébico produzido pela
oxidagdo de compostos fendlicos tais como a 3,4-dihidroxifenilanina (DOPA) em dopaquinona.
Essa conversdo é feita pela enzima fenoloxidase ou lacase, produzida por C. neoformans
guando o fungo cresce em ambiente contendo substratos polifendlicos ou poliaminobenzeno
(WILLIAMSON, 1997; BUCHANAN & MURPHY, 1998).

Propriedades conhecidas da melanina foram propostas para explicar o seu efeito
patogénico e sua importancia na viruléncia e incluem reticulacdo ou blindagem dos
constituintes da membrana celular contra enzimas hidroliticas, sequestro de proteinas
hospedeiras defensivas, tampdo redox e funcdo na ligacdo osmdtica, propostos como
importantes mecanismos durante a infeccdo (JACOBSON, 2000). Na melanizacdo das células
de leveduras de C. neoformans, a melanina produzida é agregada e estabilizada na parede
celular externa, formando uma protec&o contra a hidrdlise celular (NOSANCHUK et al., 2015).
Uma possivel inibi¢do das fenoloxidases de C. neoformans consiste em uma potencial estratégia
para o desenvolvimento de farmacos antifungicos (CASADEVALL et al., 1995).

A termotolerancia é um fator fundamental nas infec¢des de C. neoformans e C. gattii
em mamiferos, pois garantem a essas espécies a habilidade de crescer em temperaturas entre
37°C e 39°C e estabelecer infec¢do no hospedeiro (IDNURM et al., 2005; MA & MAY, 2009).
A termotolerancia envolve a expressao de diferentes genes. O primeiro estudo molecular
relacionado ao crescimento criptococico a temperatura corporal de mamiferos identificou a
calcineurina ativada por calmodulina, codificada por CNAL altamente conservada como
essencial para o crescimento a 37°C. Como consequéncia as cepas mutantes para CNAL
apresentaram auséncia de viruléncia, propondo que a cascata de sinalizagcdo envolvendo a
calcineurina € necessaria para a patogénese de Cryptococcus spp (ODOM et al., 1997, KWON-
CHUNG et al., 2014).
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A urease € uma metaloenzima que catalisa a hidrolise de uréia & amoénia e carbamato,
resultando no aumento de pH no meio fisioldgico. A urease produzida por C. neoformans,
codificada pelo gene Urel, é um importante fator de viruléncia, uma vez que o mutante nulo
para este gene apresenta viruléncia atenuada (COX et al., 2000). Os padrdes de disseminacao
de C. neoformans H99 e estirpes mutantes foram observados no cérebro, baco e outros 6rgaos
apos a inoculacdo intravenosa e indicaram que embora a urease nao seja obrigatoria para o
crescimento do fungo no cérebro, a enzima aumenta o alcance do fungo ao SNC através da
barreira hemato-encefélica (OLSZEWSKI et al., 2004). Shi e colaboradores (2010) em um
estudo com modelo murino utilizando microscopia intravital demostraram com uma cepa
knockout de C. neoformans, que a capacidade da levedura transmigrar da microvasculatura para
0 parénguima cerebral é dependente de urease.

As fosfolipases sdo um grupo heterogéneo de enzimas que hidrolisam uma ou mais
ligagBes éster em glicerofosfolipidos, que sdo os principais componentes das membranas
celulares e do surfactante pulmonar. As hidrélises desses fosfolipidios podem favorecer a
penetracdo no tecido do hospedeiro. Através de silenciamento de genes em estudos moleculares
foi estabelecida a importancia da fosfolipase B (PLB) na viruléncia de C. neoformans e C.
gattii, embora seu mecanismo de agdo ainda ndo seja conhecido. E relevante a presenca da
enzima em fungos clinicamente importantes e 0 seu reconhecimento na patogénese das
infeccdes fungicas sugerem que inibidores da atividade enziméatica possam ser promissores
agentes antifungicos (SHEA et al., 2006; DJORDJEVIC, 2010).

Os macrofagos alveolares representam a primeira defesa do hospedeiro humano contra
o fungo. Uma vez fagocitadas, as células fangicas sdo mortas por um mecanismo combinado,
envolvendo a resposta celular do hospedeiro. Se a resposta celular do hospedeiro for
prejudicada, a fagocitose do fungo pode ser prejudicial, uma vez que C. neoformans pode
crescer dentro de macr6fagos. A Proteina Antifagocitica 1 (Appl) é uma proteina
citoplasmatica criptococica secretada extracelularmente e encontrada no soro de pacientes
infectados. Appl ndo afeta a producéo de melanina, formacao de capsula ou crescimento de C.
neoformans. Luberto e colaboradores (2003) caracterizaram a via de Appl na regulacdo da
fagocitose de C. neoformans e demonstraram que o tratamento com Appl recombinante inibiu
a fagocitose de células fangicas por meio de um mecanismo mediado pelo complemento,
mostrando que o mutante de Appl foi prontamente fagocitado pelos macréfagos alveolares,
identificando essa proteina antifagocitica como um novo regulador de viruléncia para C.

neoformans.
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Infecgdes microbianas em mamiferos onde ha formacdo de biofilmes sdo mais
resistentes aos mecanismos imunolégicos do hospedeiro e também a terapia medicamentosa, o
que constitui um grande problema (MARTINEZ & CASADEVALL, 2005). O biofilme nas
infecces cronicas apresenta maior resisténcia aos antimicrobianos em comparagdo com suas
contrapartes plancténicas, devido a sua fisiologia, densidade celular, habilidades de detec¢édo
de quérum, presenca de matriz extracelular, regulagdo positiva de bombas de efluxo de drogas,
mutacao pontual e super expressdo de genes de resisténcia, e presenca de células persistentes.
Os genes envolvidos e suas implicacfes na resisténcia antimicrobiana séo bem definidos para
biofilmes bacterianos, para biofilmes fungicos ainda sdo necessarios mais estudos (RAO et al.,
2021).

A comunicacao célula-célula é critica para a formacéo do biofilme de C. neoformans. A
proteina Cfl1 responsavel pela regulacdo da morfogénese, adesao celular, formacao de biofilme
e a viruléncia, funciona como uma adesina e uma molécula de sinalizacdo que induz o
desenvolvimento de hifas (WANG; ZHAI; LIN, 2012; WANG et al. 2013). Biofilme de C.
neoformans formado em dispositivos médico mostrou-se dependente da presenca da capsula de
polissacaridea e correlacionada com a capacidade do polissacarideo capsular de se ligar ao
suporte solido de poliestireno (MARTINEZ & CASADEVALL, 2005), indicando que a
glucuronoxilomanana (GXM), principal polissacarideo da capsula de Cryptococcus spp € fator
critico na viruléncia pela formacéo de biofilme (MARTINEZ et al., 2008).

1.4 Infecgéo e patogénese

Os fungos do género Cryptococcus sao intracelulares facultativos, no ambiente
apresentam crescimento de forma independente e em hospedeiros de mamiferos sdo
encontrados em tecidos, fluidos corporais ou também dentro de células fagociticas
(STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001; SRIKANTA et al., 2014). A infeccéo
priméaria é adquirida pela inalacdo de leveduras dessecadas e basidiosporos de ambiente
contaminado com excrementos de pombos ou outras aves geralmente para as infecgdes por C.
neoformans, ou pela decomposicdo de madeiras e outras estruturas vegetais nas infec¢des por
C. gattii (DEL POETA & CASADEVALL, 2012). A evolucéo e o desfecho clinico do paciente
dependem da interacdo entre o patdgeno e o hospedeiro. Embora seja conhecido que o gen6tipo

de C. neoformans impacta o resultado do paciente, 0s mecanismos permanecem desconhecidos,
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0 que pode ser devido a heterogeneidade genética de C. neoformans e a extensa variagdo
fenotipica observada entre e dentro dos isolados durante a infecgdo (NIELSEN et al., 2020).

Os fungos patogénicos oportunistas colonizam diferentes ambientes, podendo ser
encontrados em tecidos animais e humanos, plantas e madeira. Para os patdgenos humanos, um
grande desafio é a transi¢do do habitat ambiental para o hospedeiro humano. Essa transicao é
enfrentada por C. neoformans, e exige a adaptacao a diferentes condi¢cdes como temperatura,
osmolaridade, salinidade, pressdo, disponibilidade de nutrientes, e o estresse oxidativo
(MARTHO et al., 2016). O primeiro sistema de defesa contra os patdgenos pulmonares é
realizado pelas células do sistema imune inato, tais como células dendriticas e macrofagos
encontrados nas vias aéreas e nos pulmdes. Embora essas células ndo eliminem completamente
0s patdgenos, estdo envolvidas na sua captacdo e degradacdo, que resultam na producdo de
antigenos fangicos que irdo desencadear diferentes tipos de resposta imune adaptativa
(WOZNIAK; WORMLEY JR; OLSZEWSKI, 2012).

A competéncia da resposta imune do hospedeiro, a quantidade e viruléncia das células
fangicas determinam o estado de ativacdo ou laténcia da doenca (MITCHELL & PERFECT,
1995). Em hospedeiros imunocompetentes as células fangicas sdo eliminadas pelo sistema
imunolégico através da fagocitose ou podem permanecer em granulomas estabelecendo uma
infeccdo latente assintomatica (MAY et al., 2016). Uma vez no espaco alveolar, as células
criptococicas podem disseminar para o sistema nervoso central (SNC) atravessando a barreira
hemato-encefalica (BHE) causando assim processos inflamatdrios na meninge que resultam na
instalacdo da meningoencefalite criptococica (KWON-CHUNG et al., 2014).

As vias potenciais de entrada criptococica no SNC propostas incluem (a) via paracelular
onde o patdgeno atravessa as células endoteliais por espacos danificados ou enfraquecidos
possivelmente causados pelo fungo, (b) processo de transcitose, no qual as células flngicas séo
internalizadas pelas células endoteliais microvasculares que revestem 0s vasos sanguineos do
cérebro e (c) pelo mecanismo “cavalo de trdia”, onde o patogeno atravessam a BHE no interior
de macréfagos (SABIITI & MAY, 2012).

Em um estudo da via denominada “cavalo de tréia” realizado por Santiago-Tirado e
colaboradores (2017) foi observado um mecanismo de transferéncia direta, onde fagocitos
carregados com Cryptococcus transferem as células fangicas diretamente para as células
endoteliais cerebrais. Diferentes grupos acumularam fortes evidéncias apoiando a hipdtese do
cavalo de Trodia. A deplegdo de macrofagos resulta na reducdo da carga cerebral de fungos e a

injecdo de camundongos com macrofagos infectados ex vivo com C. neoformans aumenta o
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numero de celulas de levedura neste 6rgdo (CHARLIE et al., 2009). A patogénese intracelular
de C. neoformans representa ndo apenas um mecanismo de evasdo no sistema imunolégico,
mas também uma forma de disseminacao do patdgeno dentro das células fagociticas infectadas
(ZARAGOZA, 2019).

1.5 Antifangicos

1.5.1 Terapéutica medicamentosa

O tratamento da criptococose é baseado em trés classes de agentes antifingicos
(polienos, flucitosina e azois). Dependendo da gravidade da infec¢édo e do estado imunoldgico
do hospedeiro, os farmacos dessas classes podem sdo utilizados juntos em uma estratégia de
tratamento que envolve as fases de inducdo, consolidacdo e manutencdo (MOURAD &
PERFECT, 2018). Outros compostos antifungicos como nistatinas e alilaminas apresentam
uso limitado nos casos de pneumonia ou meningite criptococica devido a sua incompleta
absorcdo e alta toxicidade (COELHO & CASADEVALL, 2016). Por mais de trés décadas a
anfotericina B, apontada por causar nefrotoxidade significativa, foi o Unico farmaco disponivel
para tratamento das infec¢bes fungicas graves. Com o surgimento dos triazdis no inicio dos
anos 90, foi possivel avancos no tratamento das infec¢bes fungicas locais e sistémicas,
garantindo seguranca e eficacia, principalmente com o uso do fluconazol, que devido ao uso
generalizado, houve o surgimento de relatos de casos de resisténcia ao antifingico
(GHANNOUM & RICE, 1999).

A flucitosina é um analogo da pirimidina aprovado na década de 1960 e usado em
circunstancias limitadas, como em combinagcdo com um polieno para casos de meningite
criptococica. A flucitosina raramente é usada sozinha devido ao rapido desenvolvimento de
resisténcia aos medicamentos que ocorre durante a monoterapia. A flucitosina é convertida no
composto téxico 5-fluorouracil por uma citosina desaminase que ndo esta presente no
hospedeiro humanos. Este composto tdxico 5-fluorouracil interfere no metabolismo do RNA e
DNA (PERFECT, 2018).

Os primeiros derivados azolicos foram descobertos no final de 1960 e como sdo
substancias totalmente sintéticas € o grupo de antifingicos que se expande mais rapidamente
(LEWIES, 2011).
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Os antifangicos azolicos de uso clinico contém dois ou trés nitrogénios no anel azolico
e sdo subdivididos em imidazdis (como exemplo cetaconazol, imidazol e clotrimazol) e triaz6is
(como exemplo itraconazol e fluconazol). Com excecdo do cetaconazol, a utilizagdo dos
imidazois é limitada ao tratamento de micoses superficiais, enquanto os triazois possuem uma
ampla aplicacdo no tratamento de infec¢Bes fungicas superficiais e sistémicas (SHEEHAN et
al., 1999). Desde as ultimas diretrizes da ISDA em 2000, no espectro dos azOis apenas
posaconazol e voriconazol tornaram-se disponiveis como novos farmacos antifingicos
(PERFECT et al., 2003). O paconazol € um antifungico triazolico de maior espectro dentre o0s
azoéis (fluconazol, itraconazol e voriconazol), e tem sido uma opg¢do nos tratamentos de
pacientes que ndo respondem a terapia padrdo tendo sido incluido nas diretrizes para tratamento
da aspergilose, candidiase e criptococose pela Sociedade de Doencas Infecciosas da América
(MOORE et al., 2015).

O voriconazol, triazol de amplo espectro, é derivado sintético do fluconazol que atua
na inibicdo da enzima 14-a-desmetilase alterando a membrana celular e interrompendo o
crescimento fungico. O novo azol apresenta baixa toxicidade e alta eficiéncia sendo
considerado uma importante op¢do em tratamentos com resisténcia a outros antifungicos
(SCOTT & SIMPSON, 2007). Estudos clinicos realizado por Yao e outros (2015) em um
hospital da China durante o periodo de janeiro de 1992 a dezembro de 2013 avaliaram o
tratamento de 55 pacientes com diagnostico de meningite criptocécica que foram distribuidos
em trés protocolos de tratamento: anfotericina combinada com flucitosina, anfotericina
combinada com fluconazol e o terceiro grupo com tratamento apenas com voriconazol. Dos 55
pacientes avaliados, 8 foram curados, 33 apresentaram melhora clinica e 14 tiveram falha no
tratamento, sendo a maioria desses pacientes do grupo que receberam o protocolo de
anfotericina combinada com flucitosina. No entanto, nenhum dos pacientes que receberam
apenas voriconazol apresentaram falha no tratamento. O voriconazol também ja foi relatado
apresentando sucesso no tratamento em hospedeiros imunocompetentes (YAO et al., 2015).

O fluconazol ¢ o principal antifangicos da classe dos azdis utilizado no tratamento da
criptococose por apresentar baixa toxicidade, alta eficicia, disponibilidade de administracao via
oral e parenteral, além de boa biodisponibilidade nos liquidos corporeos (FICA et al., 2004).
Em pacientes imunocompetentes, as orientacdes clinicas recomendam o fluconazol oral para
pacientes com sintomas moderado a grave, e 0 uso de anfotericina B associada ao fluconazol
para manifestacOes grave da doenca. As diretrizes para tratamento de casos de criptococose

pulmonar em pacientes imunocompetentes preconiza o uso de fluconazol 400 mg/dia via oral
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por 6 a 12 meses para sintomas moderados, e anfotericina B 0,7 — 1,0 mg/kg via intravenosa +
flucitosina 100 mg/kg em 4 doses seguido de fluconazol 800 mg/dia por 8 semanas para
sintomas graves incluindo meningite criptocdcica. O itraconazol e voriconazol 200 mg duas
vezes ao dia e posaconazol 400 mg duas vezes ao dia via oral sdo terapéuticas de alternativas
em casos de contraindicacdo ou ndo disponibilidade de fluconazol para doenca pulmonar
(PERFECT et al., 2010, FISHER et al., 2016). Os triazois itraconazol, posaconazol e
isavuconazol sdo usados para tratar a meningite criptocécica (GANS et al., 1992;
PITISUTTITHUM et al., 2005; THOMPSON et al., 2016), como componente chave do
tratamento clinico de micoses invasivas atuando como agentes antifungicos de amplo espectro
para uso em estratégias profilaticas para prevencao de infeccBes e para prevenir manifestacoes
de doencas (ALLEN et al., 2015).

No Brasil, o esquema terapéutico para tratamento da meningite criptocdcica e outras
formas de criptococose que afetam o sistema nervoso central (SNC) em imunocompetentes
consiste na terapia com anfotericina B na dose de 1,0 mg/kg/dia via intravenosa mais 5-
fluocitocina 100 mg/kg/dia via oral, de 6 em 6 horas durante 14 dias para a fase de inducéo. A
fase de consolidacdo é feita com fluconazol 400 mg/dia via oral por 6 a 10 semanas. Para
pacientes imunossuprimidos (HIV ou outra imunossupressdo), apds a fase de consolidacao é
feito o tratamento para manutencdo com fluconazol 200 ou 400 mg/dia via oral por 12 a 14
meses (BRASIL, 2010).

A maioria dos casos de resisténcia ou recaidas sdo atribuidos a uma terapéutica primaria
inadequada em funcéo da dose e/ou manutencdo da dose de fluconazol. Embora poucos dados
clinicos sugerem que cepas criptocdccicas adquiram resisténcia aos farmacos na Gltima década,
a Sociedade de Doencas Infecciosas da Ameérica (IDSA) através das Diretrizes Préaticas para o
Tratamento da Doenca Criptocdccica atualizado em 2010, apontam que o controle da
imunidade do hospedeiro, o sitio da infeccdo e a toxicidade dos farmacos antifingicos sdo
fatores criticos no tratamento da doenca (PERFECT et al., 2010).

1.5.2 Resisténcia aos antifungicos

A definicdo classica para resisténcia clinica € a persisténcia ou progressdo de uma
infeccdo diante da administracdo do tratamento antifngico. A resisténcia a antifungicos pode

ser primaria, quando o fungo é intrinsecamente resistente ao farmaco ou secundaria, quando a
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resisténcia se desenvolve em resposta a exposicdo ao farmaco durante o tratamento (PEREA &
PATTERSON, 2002).

A resisténcia antifingica € um processo evolutivo no qual os microrganismos
desenvolvem trés principais mecanismos afim de combater os efeitos fungicidas ou fungistatico
dos medicamentos. Esses mecanismos sdo baseados na diminuigéo efetiva da concentracdo do
farmaco, modificacdo no metabolismo para combater a toxicidade dos farmacos e alteracédo do
alvo (CAMPOY & ADRIO, 2016).

A suscetibilidade de C. neoformans aos tratamentos atualmente disponiveis vem
diminuindo, e é variavel com base no ambiente e no perfil de expressdo da célula flngica
(MOMIN & WEBB, 2021). Dentro os fatores ambientais, 0 aumento do uso de agroquimicos
podem ser responsaveis pela diminuicdo da susceptibilidade de Cryptococcus spp. aos
antifungicos utilizados atualmente, uma vez que essas espécies sao frequentemente isoladas de
materiais vegetais. A exposicéo de C. gattii e C. neoformans ao pesticida tebuconazol causou
resisténcia cruzada (CR) in vitro com os farmacos azolicos fluconazol, itraconazol e
ravuconazol, além de alteracdes na morfologia, incluindo a formacao de pseudo-hifas em C.
neoformans H99 (BASTOS et al., 2018).

Estudos apontam que resisténcias adquiridas e pontuais aos compostos azolicos podem
estar relacionadas a diferentes mecanismos que inclui alteracBes na sintese do ergosterol,
permeabilidade e efluxo celular (DENNING et al., 1993). Isolados de C. neoformans
resistentes a azOis demostraram resisténcia secundaria associada a altera¢es da afinidade da
enzima 14-a-desmetilase e diminuicdo de concentracdo intracelular de azéis devido ao aumento
da expressdo das bombas de efluxo (JOSEPH-HORNE et al., 1995). A melanina que tem
capacidade oxidante importante na viruléncia de C. neoformans, pode contribuir para a
resisténcia adquirida contra os antifungicos anfotericina B e caspofungina, uma vez que as
células criptococicas ndo melanizadas sdo mais susceptiveis que as células melanizadas a esses
dois antifungicos (VAN DUIN; CASADEVALL; NOSANCHUK, 2002).

O uso generalizado do fluconazol no tratamento das infecgdes fungicas se da pela baixa
toxicidade e grande eficacia do farmaco, ao passo que sua aplicacdo contribuiu para um
aumento da resisténcia fungica nos ultimos anos. Os farmacos antifungicos disponiveis para
terapéutica sdo limitados e esse € um fator emergente da necessidade de pesquisas e

caracterizagdo de novos alvos de drogas antifangicas (LIU et al., 2015).

1.5.3 Alvos para o desenvolvimento de antifungicos
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Diversos estudos tém apontado novos e promissores alvos de agentes antiflngicos. Um
exemplo destes alvos seria a melanina ou a enzima lacase, estudos ja monstraram que a adicao
de particulas de melanina a anfotericina B ou cefalosporina reduz consideravelmente os niveis
de toxicidade da anfotericina contra C. neoformans, o que indica a melanina e enzima lacase

como alvos promissores para acdo dos antifungicos (ALMEIDA et al., 2015).

A formacao de biofilme, comunidade microbiana que confere resisténcia a maioria dos
antifangicos, € um dos fatores criticos no tratamento das infecc¢des fungicas. O estudo da busca
por substancias que diminuam ou inibam a formacao do biofilme pode permitir a identificacdo
de novos alvos terapéuticos (PIERCE et al., 2013).

Outro alvo interessante é a calcineurina, que € uma proteina importante na regulacdo do
estresse celular, diferenciagédo sexual e viruléncia em C. neoformans. A caracterizagédo da via
de ativacdo da calcineurina pode definir as redes de viruléncia responsivas a proteina e com
Isso ferramentas para seu controle nos processos infecciosos (HEITMAN et al., 2016).

As enzimas desempenham atividades fundamentais no desenvolvimento das infecgdes
fangicas. A manipulacéo da atividade e expressdo enzimatica pode modificar de forma critica
0 processo de infeccdo, sendo os perfis de expressdo enzimatica uma caracteristica especifica
da doenca. Os estudos da gendmica, protedmica e transcriptdmica permitem a identificacéo e
caracterizagdo de novas enzimas fungicas que sdo alvos para uma melhor compreensdo da
patogénese e identificagdo de novos alvos para combate dos processos infecciosos (ALMEIDA
etal., 2015).

A descoberta de novos agentes antifungicos é desafiadora, pois como patégenos
eucariotos, os fungos compartilham semelhancas em seus mecanismos celulares aos do
hospedeiro humano, reduzindo assim o nimero de alvos especificos do patégeno. Portanto, é
essencial identificar os mecanismos bioquimicos exclusivos dos fungos como alvos de
descoberta de drogas a fim de desenvolver as proximas geracfes de farmacos antifungicos ()
com alta poténcia e baixa toxicidade para tratamento humano (MAZU et al., 2016; PERFECT,
2017; RUTHERFORD et al., 2019).

As vias metabolicas e de sinalizacdo que s@o exclusivas dos fungos e / ou regulam
fatores associados & viruléncia e que atualmente estdo entre os principais alvos promissores
para o desenvolvimento de medicamentos sdo: ciclo do glioxilato (rota anaplerdtica do ciclo do
acido tricarboxilico (TCA), contornando as rea¢des que geram CO2), chaperona Hsp90 (que

em fungos medeia as respostas ao estresse, viruléncia e resisténcia a drogas), via esfingolipidica
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(junto com esterdis sdo os principais constituintes de lipidios fungicos), vias responsivas ao
estresse (em fungos incluem a via de sinalizacdo do AMP ciclico, a via da proteina quinase C
(PKC) / Mpkl ativada por mitogénio da proteina quinase e a via do glicerol de alta
osmolaridade), via da trealose (dissacarideo de armazenamento de energia e fonte de carbono)
(FERNANDES et al., 2021).

1.5.4 Busca por novos antifungicos

As infeccOes por Cryptococcus spp. representam uma ameaga continua para a saude
publica, sendo iminente a necessidade de desenvolvimento de novos medicamentos
antifangicos. A Unica nova classe de drogas antifungicas desenvolvida em décadas, as
equinocandinas, exibe infima atividade antifungica contra Cryptococcus spp., e a eficacia da
terapéutica restante é prejudicada pela toxicidade do hospedeiro e sua resisténcia intrinseca a
droga (IYER et al., 2021).

Um agente antifingico ideal deve atender a critérios como possuir amplo espectro de
atividade contra uma variedade de leveduras e fungos filamentosos, ser fungicida e néo
fungistéatico, ter mecanismo de ag&o direcionado para um alvo fangico especifico, apresentar
diferentes vias de administracdo principalmente via oral, e ter niveis minimos de toxicidade e
efeitos secundarios (MAZU et al., 2016). Diferentes tipos de moléculas com atividade
antifingica estdo em fase de desenvolvimento clinico através de empresas farmacéuticas
(PERFECT, 2017).

O interesse da comunidade cientifica no estudo e desenvolvimento de novas estratégias
para a busca de compostos antifingicos incluindo o direcionamento de genes essenciais ou
funcdes celulares, fatores de viruléncia, vias de sinalizag&o de resposta ao estresse, associagdo
de compostos e terapias imunomoduladoras representa um grande avanco e possibilidades de
desenvolvimento de novos antiflngicos. Dentre 0s compostos em desenvolvimento e que
apresentam atividade contra Cryptococcus spp estdo em fase de ensaios clinicos a molécula
APX001 (atua parede celular) e VT-1598 (inibe a enzima biossintética do ergosterol Ergl1 para
interromper a integridade da membrana). As moléculas APX879 (inibidor de calcineurina),
Benzotioureias (inibe a via secretora pds-golgi tardia impedindo a integridade da parede
celular), Clofazimine (alvos membranas fungicas), Hidrazicinas (inibe a sintese do
esfingolipideo glucosilceramida), Ibomicina (como alvo as membranas fungicas), o anticorpo

monoclonal 18B7 (liga-se ao componente capsular glucuronoxilomanano) e o composto
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Resorcilar aminopirazol (inibidor de Hsp90 seletivo para fungos) apresentaram resultados com
eficacia exibida na pesquisa basica (IYER et al., 2021),

Considerando o aumento da mortalidade causada por infec¢Ges fangicas na ultima
década, pequenos avangos na terapia antifungica foram relatados durante esta década. Como
apenas uma pequena fragdo de novos compostos submetidos a estudos serdo aprovados e
langados no mercado para uso clinico, é imprescindivel que mais compostos com atividade
antifngica sejam identificados e estudados continuamente nos proximos anos (FERNANDES
etal., 2021).

1.5.5 Heterociclico tiazélico

Os compostos heterociclicos tiazélicos apresentam um &tomo de enxofre na primeira
posi¢cdo e um atomo de nitrogénio na terceira posicdo de um anel aromatico de cinco membros
(Figura 5). Esses compostos apresentam cor amarelo claro, ponto de ebulicdo de 116-118 °C,
solubilidade em agua e éter e sao moderadamente solUveis em agua. As substancias tiazélicas
sdo usadas como intermediario para fabricacdo de drogas, fungicidas e corantes, sendo o anel
de tiazol encontrado naturalmente na vitamina B1 (SIDDIQUI et al., 2009).

Os nacleos tiazolicos representarem uma importante classe de compostos heterociclicos
com potente e amplo espectro atividade bioldgica, e diferentes aplicacBes sintéticas para
producdo de novos compostos, o que tem impulsionado a realizacdo de muitos estudos dessas
substancias (DE SOUZA et al., 2005). O nucleo tiazolinico é encontrado em muitos compostos
biologicamente ativos e potentes, como sulfatiazol (antimicrobiano), ritonavir (antirretroviral),
abafungina (antifingico), bleomicina e tiazofurina (antineoplasico) (KASHYAP et al. 2012), o
que torna interessante o estudo destes compostos.

O anel tiazdlico esta contido em mais de 18 medicamentos aprovados pelo FDA, entre
eles o cefiderocol, antibiotico aprovado pelo FDA em 2019 sob a marca Fetroja®, ativo contra
uma gama de bactérias gram-negativas multirresistente, incluindo Pseudomonas aeroginosas.
Derivados hibridos de tiazol com diferentes anéis heterociclicos séo descritos com diferentes
atividades bioldgicas, incluindo atividade antifingica. Nos ultimos cinco anos
aproximadamente 124 estudos cientificos foram realizados descrevendo a sintese e atividade
dos compostos heterociclicos tiazolicos (PETROU et al., 2021). Esses dados reforgam a
relevancia dos estudos para triagem e avaliacdo da atividade antifungica de compostos dessa

classe.
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Em nosso grupo de pesquisa, Pereira de S& e colaboradores (2015) descreveram
compostos sintéticos heterociclicos tiazélicos com atividade in vitro contra C. neoformans e C.
gattii, apresentando baixa toxicidade e significativa atividade antifingica, com valores de CIM
entre 0,45 e 15,6 UM, considerados promissores por se assemelharem aos valores de CIM da
anfotericina B e fluconazol, representando assim como importantes protétipos para o
desenvolvimento de novos antiflingicos para o tratamento da criptococose.

O anel tiazolico € uma importante estrutura na quimica medicinal, muitos compostos
organicos contendo um ou mais aneis tiazolicos apresentando promissoras atividades incluindo
antifungica foram recentemente descritos na literatura. A facilidade de sintetizacdo a partir de
uma ampla variedade de compostos iniciais, associado ao grande potencial de atividade
bioldgica demostra que o estudo desses compostos heterociclicos tiazolicos representa
importante estratégia e contribui¢do no processo de busca e desenvolvimento de novas drogas
(BORCEA et al., 2021).

1.5.6 Complexos de inclusdo entre antifngicos e ciclodextrina

As ciclodextrinas (CDs) sdo compostos ciclicos formados a partir da degradacdo de
amido pela enzima ciclodextrina glicosiltransferase, as quais sdo produzidas por
microrganismos e apresentam um grande potencial em aplica¢fes industriais. Devido ao seu
arranjo tridimensional, suas moléculas apresentam um espaco (cavidade) interno apolar. Esse
espaco no interior da molécula permite que as CDs formem complexos de inclusdo com uma
grande variedade de compostos, modificando suas propriedades fisicas e quimicas, dentre essas
a solubilidade de medicamentos. Resumidamente, as CDs funcionam como transportadores
moleculares, carregando as moléculas hidrofébicas hdspedes em solucdo até as membranas
lipofilicas para qual apresentam maior afinidade (LIMA-GUEDES et al., 2008).

As CDs conhecidas como naturais contém seis, sete e oito unidades de glicose, sendo
denominadas de a-ciclodextrina, B-ciclodextrina e y-ciclodextrina. A estrutura espacial conica
e a orientacdo dos grupos hidroxilicos para o exterior conferem a estes agucares ciclicos
propriedades fisico-quimicas Unicas que garantem a capacidade de solubilizar-se em meio
aquoso e ao mesmo tempo encapsular no interior da sua cavidade moléculas hidrofdbicas
(CUNHA-FILHO et al., 2007).

Algumas propriedades apresentadas pelas ciclodextrinas naturais séo inadequadas para

aplicacdo de formulagdes de complexos medicamentosos, como baixa solubilidade em agua e
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maior toxicidade. Modificacbes quimicas nas ciclodextrinas sdo empregadas afim de
proporcionar melhora da solubilidade, menor toxicidade e aumento da capacidade de incluséo,
sendo essas denominadas ciclodextrinas derivadas (CHORILLI et al., 2007).

A hidroxipropil-p-CD (HP-BCD) € um derivado da B ciclodextrina e foi descrita por
Duchéne & Wouessidjewe (1990) apresentando um aumento superior a 25 vezes na
solubilidade em &gua a 25C. Baixa toxicidade aguda do derivado hidroxipropil-p-CD (HP-
BCD) foi citado por Pitha & Pitha (1985) apds sua administracdo via intraperitoneal,
intravenosa, intramuscular, intracraniana e topica.

A aplicacdo das CDs nas formulagGes farmacéuticas ja é consolidada e esta presente em
diferentes classes de farmacos disponiveis no mercado e em diferentes apresentacées, incluindo

os antifungicos (Tabela 1).

Tabela 1. Antifungicos contendo ciclodextrina disponiveis no mercado.

Farmaco Nome Indicacio Formulacio Fabricante/Pais
comercial
Voriconazol VFEND Antifingico Solucdo Pfizer/EUA
parenteral

Itraconazel  Sporanox Liquid Antifingico Oral e intravenosa Janssen/Bélgica

O interesse da complexacdo de medicamentos com ciclodextrinas (CD) pela industria
farmacéutica ocorreu a partir da complexagdo do principio ativo B-lactamase com CDs,
representados pelos antibidticos penicilina e amoxicilina (RAWAT et al., 2004). As
associacOes das CDs ja foram estudadas em mais de 500 principios ativos melhorando a sua
biodisponibilidade, estabilidade e seguranca através da formacdo de complexos de inclusao
reversiveis em agua (SZEJTLI, 2005).

A capacidade das ciclodextrinas melhorarem a solubilidade de compostos, atuar no
transporte e entrega de substancias de baixa solubilidade, como a maioria dos medicamentos,
tém impulsionado na Gltima década muitos estudos promissores no campo de formulagdes
farmacéuticas (PETITJEAN et al., 2021).

1.6 Modelo alternativo invertebrado Tenebrio molitor
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O modelo animal murino é classicamente usado para estudos de patégenos humanos,
envolvendo avaliacdo da atividade antifingica de novos compostos, mecanismos de viruléncia
e relacdo patdgeno-hospedeiro. Questdes bioéticas envolvendo experimentos com o0 modelo
animal sdo discutidas na comunidade cientifica e envolvem a reducdo do uso de modelos
animais vertebrados e o custo dos ensaios cientificos (GARCIA-RODAS et al., 2011). Para o
desenvolvimento de novas alternativas de tratamento para a criptococose, € necessario
identificar os fatores fenotipicos e genotipicos da levedura durante a infeccdo do hospedeiro
que contribuem para a evolugéo da doenga (ALTAMIRO et al., 2020).

O modelo de invertebrado amplamente utilizado é a larva da mariposa Galleria
mellonella. Este inseto possui caracteristicas semelhantes ao T. molitor como hospedeiro
alternativo, pois pode ser incubado a 37 °C e o in6culo pode ser fornecido por injecdo no
entanto, sua criacdo em condi¢des de laboratorio é mais trabalhosa (DESALERMOS et al.,
2021). Um fator relevante € que a G. mellonella ndo é comercializada em alguns paises,
obrigando as instituicdes a manter o seu proprio abastecimento para sua utilizacdo, demandando
méo de obra técnica e o aumento dos custos dos experimentos. No Brasil, existem varios
fornecedores comerciais de T. molitor (SOUZA et al., 2018). Durante seu ciclo de vida, G.
mellonella pode ser encontrada na forma de larva, pupa ou mariposa e é conhecida como a traga
do favo de mel (TREVIJANO-CONTADOR & ZARAGOZA, 2018), o que exige maior
cuidado em sua manipulacdo em laboratorio.

Tenebrio molitor (Coleoptera) € um besouro da larva da farinha, praga de grdos
armazenados (SCHROECKENSTEIN et al., 1990). Estudos demonstram o potencial das larvas
de T. molitor como um modelo de hospedeiro que pode ser usado para estudar a viruléncia
fangica, as respostas imunes do hospedeiro a infec¢do fungica e a acdo de compostos
antifangicos (SOUZA et al., 2015).

O curso da infeccdo microbiana em insetos é moldado por um processo de defesa em
dois estdgios. As defesas constitutivas, como engolfamento e melanizacdo, agem
imediatamente e s@o seguidas por defesas induziveis, arquetipicamente a producao de peptideos
antimicrobianos, que eliminam ou suprimem os patégenos restantes (JOHNSTON et al., 2014).
Os fagocitos sdo analogos aos macro6fagos humanos e reconhecem microrganismos usando
receptores e opsoninas (CHERRY & SILVERMAN, 2006). Diferentes estudos realizados sobre
mecanismos do sistema humoral, principalmente na sintese de peptideos antimicrobianos,
mostram que o modelo invertebrado T. molitor tém caracteristicas semelhantes as dos

vertebrados. Esses estudos demonstram o potencial das larvas de T. molitor como um
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hospedeiro modelo que pode ser usado no estudo de viruléncia fangica, micotoxinas, respostas
imunes do hospedeiro a infeccdo flngica e também na triagem e avaliacdo da atividade
antifungica de compostos (SOUZA et al., 2018).

A publicacdo do transcriptoma de T. molitor (OPPERT et al., 2012) proporcionou a
possibilidade de realizacdo de avangos e novos estudos deste modelo de invertebrado incluindo
o0 sistema imunoldgico e a resposta a infeccdes de patdégenos (SOUZA et al., 2015). Diante
disso, consideramos promissor o uso do T. molitor neste estudo na triagem e avaliacdo da
toxicidade de compostos com atividade antifungica e dos fatores de viruléncia. Este modelo
apresenta outras vantagens importantes como a facilidade de manipulagao das larvas, demanda
de pouco espago para manutencdo em laboratorio e a possibilidade de estudo de fatores de
viruléncia em temperatura do hospedeiro a 37°C.
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2. JUSTIFICATIVA

A criptococose € uma micose sistémica, de distribuicdo global e negligenciada, que
representa uma ameaca a saude publica. A infeccdo por C. neoformans predomina em
hospedeiros imunocomprometidos enquanto a criptococose por C. gattii ocorre principalmente
em hospedeiros imunocompetentes. Em pacientes com imunossupressdo severa, a terapia
antifngica pode ser necessaria ao longo da vida, contudo, existem poucas op¢oes terapéuticas,
as quais apresentam restri¢cGes devido a toxicidade e surgimento de resisténcia. O fluconazol é
o farmaco de escolha para manutencédo do tratamento a longo prazo e um dos problemas de seu
uso prolongado é a inducdo da resisténcia em Cryptococcus spp., por ser uma droga
fungistética.

As altas taxas de morbidade e mortalidade causadas pelas infecgdes criptococicas
associadas ao limitado arsenal de antifingicos disponiveis para aplicacdo clinica, torna o estudo de
novas substancias com ac¢do antifungica uma necessidade emergente para o desenvolvimento de
novos farmacos que possam contribuir para reducao do tempo de tratamento, controle de resisténcia
antifungica, aumento da tolerabilidade e qualidade terapéutica nas infeccdes

Neste contexto, o estudo e avaliacdo da atividade antifingica de substancias sintéticas da
classe heterociclicos tiazélicos contra Cryptococcus spp. pode contribuir na busca e o
desenvolvimento de novos medicamentos antiflngicos, com o intuito de no futuro, apds todos os
testes necessarios, ampliar o arsenal de farmacos disponiveis no mercado para o tratamento da

criptococose.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antifungica de substancias da classe heterociclicas tiazélicas e seus efeitos

nos fatores de viruléncia de Cryptococcus spp.

3.2 Objetivos Especificos

- Realizar triagem da atividade antifungica de diversas substancias sintéticas contra isolados de
Cryptococcus neoformans e C. gattii.

- Determinar o espectro de acdo das substancias selecionadas contra outras leveduras de
importancia médica.

- Avaliar a concentracdo fungicida minima da substancia selecionada contra isolados de C.
neoformans.

- Avaliar a interacdo das substncias selecionadas com os antifungicos anfotericina B e
fluconazol para isolados de C. neoformans.

- Verificar a atividade da substancia selecionada sobre fatores de viruléncia de Cryptococcus
neoformans H99.

- Avaliar a toxicidade das substancias selecionadas no modelo invertebrado de Tenebrio
molitor.

- Determinar a curva de sobrevida em invertebrado Tenebrio molitor apds infeccéo e tratamento
com as substancias selecionadas.

- Determinar a curva de sobrevida em modelo murino de criptococose apds o tratamento com a
substancia selecionada.

- Avaliar a eficacia da substancia RN-104 complexada com ciclodextrina no tratamento

experimental de criptococose em modelo murino.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PARTE I: Triagem de substancias sintéticas e avaliacdo da atividade antifungica in vitro e

in vivo de heterociclicos tiazélicos frente a Cryptococcus spp.

4.1.1 Substancias experimentais

No presente trabalho foram testadas 23 substancias sintéticas in vitro contra diversos
isolados de C. neoformans e C. gattii. As substancias triadas identificadas como RIA 16, RIA
17, RIA 18, RIA 19, RIA 20, RIA 25, RIA 26, RIY21, RIY 23, RIY 24, CAS 2, CAS 3, CAS
6, CAS 9, RPL1, RIF 5, RIF 7, PD76, 2BZ50-31#, HTI-7, HTI-12, HTI-13 e HTI-14 foram
sintetizadas e cedidas pela professora Renata Barbosa de Oliveira do Departamento de Produtos
Farmacéuticos da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
O composto HTI-7 (E) -2 - [(2-benzilidenociclohexilideno) hidrazinil] -4 (cianofenil) foi
sintetizado de acordo com a metodologia descrita por LINO et al., 2018 (designada como 14
por esses autores), a sintese do composto HTI-14 1- cyclopentyllidene-2-(4-(iodophenyl)
thiazol-2-yl)hydrazine foi descrito anteriormente na literatura por Secci et al., 2012, o composto
PD76 (2-hydrazinyl-4-(4-methoxyphenyl)thiazole) foi sintetizado conforme FRANCO et al.,
2021.

4.1.2 Fungos e preparo do indculo

Os microrganismos utilizados no presente estudo foram provenientes do acervo de
culturas do Laboratdrio de Micologia/ Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG e gentilmente
cedidos pelo Prof. Daniel Assis Santos. Todos os isolados de C. gattii e C. neoformans foram
armazenados a -80°C em caldo Gymp com glicerol e sub-cultivados em placas Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) a 35 °C, conforme necessario. Os inculos foram preparados a partir de
colbnias jovens, com crescimento em agar Sabouraud Dextrose (ASD), durante 48-72 horas, a
35°C e entdo, ressuspendidas em tubos contendo solucao salina (0,9%) estéril. A transmitancia
dos indculos foram entdo ajudados para 75-77% sob o comprimento de onda de 530 nm, o que
corresponde a 1x10°8 a 5x108células/ml. Logo, este indculo inicial foi diluido em RPMI 1640
(Sigma, St. Louis, MO, USA) acrescido de MOPS 0,165 mol/L, numa proporcao de 1:50 e, em
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seguida, novamente diluido, numa proporc¢éo de 1:20, de maneira a atingir uma suspensdo com
1x103 células/ml, de acordo com o protocolo M-27-A3 (CLSI, 2008).

4.1.3 Determinacéo da concentracao inibitoria minima (CI1M)

Os testes de concentracdo inibitoria minima (CIM) foram realizados seguindo as
orientacOes prescritas no CLSI, protocolo M-27-A3 (CLSI, 2008). A suscetibilidade foi
determinada pelo método de microdiluicdo, o qual foi realizada em microplacas de 96 pocos
estéreis de fundo plano (Difco Laboratories, Detroit, M1, EUA). As substancias foram diluidas
em DMSO (Vetec, RJ, Brazil) e, em seguida, foram preparadas diluicdes seriadas das
substancias sintéticas em meio RPMI 1640. Posteriormente 100 pL de cada diluicdo foram
distribuidos nas microplacas. O controle de crescimento e esterilidade foi constituido de meio
RPMI 1640. O fluconazol e a anfotericina B foram incluidos como controle positivo do
antifungico. O controle negativo foi composto por 200 pL de meio de cultura. Apds a
preparacdo das placas, todos os pocos das diluicdes e controles, com excecdo do controle
negativo, receberam 100uL do indculo fangico. Foram realizados dois experimentos
independentes feitos em duplicata. As placas foram incubadas a 35°C durante 48-72 horas e a
leitura foi realizada visualmente, sendo que a CIM foi considerada como a inibicéo total do
crescimento quando comparado ao crescimento do controle. As faixas intervalares testadas
neste experimento foram de 0,012 — 64 pg/mL para fluconazol, 0,015 — 8 pg/mL para

anfotericina B e 0,24 a 125 pug/mL para as substancias experimentais.

4.1.4 Teste de susceptibilidade antifingica contra outras leveduras de importancia médica

Os testes de concentracdo inibitéria minima (CIM) foram realizados seguindo as
orientagdes prescritas no CLSI, protocolo M-27-A3 (CLSI, 2008) conforme descrito no item
4.1.3 e a CIM foi determinada visualmente por comparagéo com o poco controle de crescimento
sem antifungico. Para anfotericina B e substancias experimentais foram considerados a CIM
como a concentracdo que inibiu 100% do crescimento e para fluconazol a concentracdo que
inibiu 80% de crescimento. Os ensaios foram realizados em duplicata em dois experimentos

independentes.
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4.1.5 Determinagdo da concentragdo fungicida minima (CFM)

O ensaio foi realizado de acordo com Regassini e colaboradores (2009) para os
isolados clinicos de C. neoformans ATCC 24067, ATCC 28957, ATCC 62066, WP, F10, VM-
MCMMPI, 96806, 5396, 28 JF, H99, 27JF e o isolado ambiental CN31. A concentracdo
fungicida minima (CFM) in vitro de cada substancia foi determinada por meio do estriamento
de todo o contelido de cada poco que apresentou 100% de inibicdo no teste da CIM, em placas
de Petri contendo o agar sabouraud dextrose. Essas placas foram incubadas a 35°C por 72 horas.
A menor concentragdo em que ndo houve crescimento de colonias foi considerada a CFM. Esse

experimento foi realizado duas vezes e em duplicata.

4.1.6 Avaliacdo da concentragdo inibitdria fracional

A substancia experimental foi diluida oito vezes, as concentracdes utilizadas foram
escolhidas de acordo com os resultados encontrados no ensaio da CIM. Foram preparadas
diluicbes do fluconazol e da anfotericina B (Sigma, USA). Posteriormente, 50 pl de cada
diluicdo da substancia a ser testada foi adicionada nas placas de 96 pogos em orientacdo vertical
e 50 ul das diluicdes do fluconazol foram adicionadas em posicao horizontal. Dessa forma, cada
placa apresentou varias combinacdes de concentracdes da substancia a ser testada com o
fluconazol. O mesmo procedimento foi realizado em combina¢do com a anfotericina B. O
inéculo dos isolados de C. neoformans citados acima foram preparados de acordo com o item
4.1.2 e as placas foram incubadas a 35°C por um periodo de 72 horas.

A concentracdo inibitoria fracional (CIF) foi calculada pela combinacdo da CIM da
substancia com anfotericina B (ou fluconazol) dividida pela CIM da substancia sozinha e da
CIM da anfotericina sozinha. O indice de CIF (CIFI) foi calculado pela soma das CIFs da
anfotericina B e da substancia experimental. O efeito de sinergismo foi considerado quando o
valor de CIFI foi <0,5, 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, 2004). Esse experimento foi

realizado duas vezes para todos os isolados de Cryptococcus neoformans.

4.1.7 Avaliacédo do efeito na parede celular
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O ensaio foi realizado com os isolados de C. neoformans ATCC24067 e H99 pelo
procedimento de microdiluicdo em caldo descrito para o ensaio de CIM acima. Para isto foram
preparadas placas em duplicata contendo as dilui¢des seriadas dos compostos em meio RPMI
e em meio RPMI acrescido de sorbitol 0,8 M como protetor osmotico. As CIMs foram lidas
apos 72 horas de incubacéo a 35 °C (FROST et al., 1995).

4.1.8 Atividade de fosfolipase

Para avaliacdo da atividade da substancia HTI-14 sobre a producdo da exoenzima
fosfolipase nos isolados clinicos C. neoformans ATCC 24067, ATCC 28957, ATCC 62066,
WP, F10, VM-MCMMPI, 96806, 5396, 28 JF, H99, 27JF e o isolado ambiental CN31 os
indculos foram preparados em PBS com 10° células/mL, e 1 mL de desta suspensio recebeu 4
mL de SDB com a substancia HTI-14 na concentracdo de CIM. Os tubos foram incubados a
37°C por 1 hora. Ap0s, 0s tubos foram lavados 3 vezes com PBS e as células foram ressuspensas
em 3 mL de PBS. Para verificar a inibi¢ao da fosfolipase, um meio de cultura meio base contendo
20g de glicose, 10g de peptona, 5g de extrato de levedura, 58,5 g de cloreto de sédio, 0,559 de
cloreto de calcio e 20g de agar em 840mL de agua destilada foi preparado. O meio foi autoclavado
e, apos o resfriamento, foram adicionados 160 ml de uma emulséo de gema de ovo (50% gema de
ovo, 50% soluc¢do salina). O in6culo de 10ul de uma suspensao de 10¢ células/mL foi depositado
sobre este meio. As placas foram incubadas a 37°C por quatro dias. A atividade enzimatica (Pz)
foi avaliada seguindo métodos descritos por Price et al., 1982, que mediu em termos da razdo
do diametro da coldnia para o diametro total da colénia mais a zona de precipita¢do. O ensaio

foi realizado em triplicata para cada isolado.

4.1.9 Atividade da proteinase

A avaliacgdo da inibicdo da producéo de proteinase pela substancia HTI-14 foi realizada
com todos os isolados de C. neoformans citados acima. Para este ensaio foi preparado um meio
contendo 11,79 de Yeast Carbon Base (YCB), 1,0g de extrato de levedura, e 2,0g de albumina
de soro bovino (ASB) em 100ml de &gua destilada com pH ajustado para pH 5,0. O meio foi
esterilizado por filtracdo e adicionada ao meio de agar esterilizado em autoclave (189 de agar

em 900mL de agua destilada). O in6culo composto por 10 pL de uma suspensio de 10°
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células/mL foi colocado na placa com o0 meio contendo ASB. As placas foram incubadas por
sete dias a 28 C e a protedlise foi visualizada como um halo branco apds colora¢do com negro
de amido (negro de amido, 1g, &cido acético glacial, 199mL, agua destilada 100mL ao redor da

colénia. O ensaio foi realizado em triplicata para cada isolado.

4.1.10 Avaliacdo do efeito na integridade do biofilme

A verificacdo do efeito na integridade do biofilme foi realizada como descrito
anteriormente por Martinez e colaboradores (2016), com algumas modificacdes. Os isolados C.
neoformans ATCC24067 e C. neoformans H99 foram cultivados em caldo sabouraud a 30°C
por 24 horas em um agitador a 150 rpm (fase estaciondria precoce). As células foram entdo
centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos e lavadas duas vezes com PBS 1X. Para preparacao do
indculo, as células foram diluidas em meio minimo até alcancar 107 células/ml. Em seguida,
adicionando - se 100 ul do indculo em placas de 96 pocos e estas foram incubadas a 35°C por
24 horas, para que ocorresse a formagédo do biofilme. Em seguida, adicionou-se 100 ul da
substancia HTI-14 e da anfotericina B no valor da CIM e incubou-se novamente a 35°C por 24
horas. Para posterior comparacao da integridade do biofilme, foi realizado um controle negativo
sem células de Cryptococcus spp. e caldo sabouraud e um controle positivo de crescimento da
levedura. Apo6s as 24 horas, 0s pogos foram lavados trés vezes com Tween 20 0,05% em PBS1X
para remover as células criptocécicas ndo aderidas. Todos os ensaios foram realizados em 30
repeticdes. A quantificacdo do biofilme foi feita pela avaliacao da reducéo celular utilizando o
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide). Posteriormente foi
adicionado 100ul de MTT (1mg/ml em PBS) em cada pogo das placas e incubadas a 35°C
durante 5 horas. A transmitancia de 492 nm dos pogos foram lidas em um leitor de placas
VERSAmax (Molecular Devices) pelo programa Softmax® Pro 5 (Molecular devices).

4.1.11 Toxicidade em Tenebrio molitor

As larvas de Tenebrio molitor foram obtidas da empresa Nutrinsecta localizada em
Betim — Minas Gerais, Brasil. Para o ensaio de toxicidade em modelo de invertebrado foram
utilizadas larvas de T. molitor com peso entre 100 e 200 mg apresentando cor clara uniforme e

sem manchas escuras. Previamente, as larvas foram desinfectadas com alcool 70%. As larvas
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foram inoculadas com 10 pL das concentracBes de 5, 10 e 30 mg/kg/larva utilizando seringa
Hamilton de calibre 26 com capacidade de 10 pL. As substancias selecionadas foram injetadas
na hemocele entre o segundo e terceiro segmento abdominal visivel acima das pernas da larva,
na porcdo ventral. Apds a injecdo, as larvas foram incubadas a 37°C e monitoras diariamente
por 15 dias para determinacdo da curva de morte. Foram realizados dois experimentos em

duplicata com n=16 larvas por grupo. Foram utilizados dois grupos controle:

- Grupo de larvas ndo infectadas, para avaliar a viabilidade geral das larvas;

- Grupo de larvas com injecdo de PBS, para avaliar a morte das larvas por trauma da injecéo.

4.1.12 Curva de sobrevida em Tenebrio molitor

Para o ensaio de sobrevida no modelo T. molitor o inoculo do isolado C. neoformans
H99 foi ajustado em hemocitdmetro para a concentragdo final de 1,0 x 10° células/larva em
meio PBS estéril. Antes da infec¢do, as larvas foram desinfetadas com swab em é&lcool 70% na
porcdo ventral. Para inocular as larvas, 10ul do inoculo foram injetados na hemocele entre o
segundo e o terceiro segmento abdominal visivel acima das pernas da larva na porc¢éo ventral.
Em seguida, as larvas foram tratadas com substancias HT1-7 e HTI-14 nas concentracGes de 5,
10 e 30 mg/kg e fluconazol 10 mg/kg como controle. As substancias utilizadas foram
previamente solubilizadas no veiculo DMSO 0,05%, PBS 0,05% e Twenn 0,05%. Os
experimentos foram realizados em duplicata com n = 16 larvas por grupo. Dois grupos de
controle foram usados:
- Grupo de larvas ndo infectadas, para avaliar a viabilidade geral das larvas;
- Grupo de larvas com injecdo de PBS para avaliar a morte das larvas devido ao trauma da
injecao.

Apos a infeccdo e tratamento, as larvas foram incubadas a 37°C e monitoradas
diariamente por 7 dias para determinar a curva de sobrevivéncia. As larvas foram monitoradas
diariamente por inspecéo visual para observar a auséncia de movimento sob estimulagdo fisica

leve.

4.1.13 Curva de sobrevida em modelo murino
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Para os experimentos da curva de sobrevida em modelo murino, foram utilizados
camundongos C57BL/6 machos com aproximadamente 6 a 8 semanas e 25 gramas, fornecidos
pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) da Universidade Federal de Minas Gerais. Este projeto foi
submetido ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da Universidade Federal
de Minas Gerais e aprovado com Protocolo CEUA: 401/2017. Leveduras de C. neoformans
H99 foram cultivadas em &gar sabouraud dextrose a 37 °C por 48 horas. As células foram
transferidas para solugdo salina estéril e o indculo quantificado hemocitdmetro para
concentracéo final de 1x10° células/animal.

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal (IP) com solucdo de xilazina,
cetamina e PBS estéril (80 mg/kg/10 mg/kg). ApOs a anestesia, 0s animais foram submetidos a
infeccdo pela via intratraqueal (IT) através de uma incisdo transversal de aproximadamente 1
cm feita na pele da regido do pescogo para expor a traqueia. Usando uma seringa Hamilton, 30
ul do indeulo fungico (1x10° células/animal) foram injetados. Imediatamente apds a infeccéo,
os animais foram suturados e mantidos aquecidos a 35 °C até a recuperacao da anestesia. Os
grupos experimentais utilizados foram:

1 - Grupo de animais ndo infectados (n=4);

2 - Grupo de animais infectados e n&o tratados (n=4);

3 - Grupo de animais infectados e tratados com veiculo (n=6);

4 - Grupo de animais infectados e tratados com fluconazol 10 mg/kg/dia (n=6);

5 - Grupo de animais infectados e tratados com HTI-7 5mg/kg/dia (n=6);

6 - Grupo de animais infectados e tratados com HTI-7 10 mg/kg/dia (n=6).

O fluconazol foi solubilizado em agua destilada estéril e a substancia HTI-7 foi
solubilizada no veiculo contendo DMSO, Twin 80, PEG 400 e PBS. O tratamento foi iniciado
24 horas ap06s a infeccdo. A substancia experimental nas doses de 5 e 10 mg/kg/dia, o fluconazol
10 mg/kg/dia e o veiculo foram administrados diariamente por via intraperitoneal durante 15
dias. Apos a realizacdo dos procedimentos, 0s grupos experimentais foram mantidos em gaiolas
separadas e receberam agua e ragdo ad libitum. Os animais foram monitorados diariamente para
a construcao da curva de sobrevivéncia no periodo de 72 dias. Durante todo 0 experimento 0s

animais foram pesados e monitorados para avalia¢cdo da perda de peso.

4.1.14 Andlise estatistica
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As curvas de sobrevida de T. molitor e modelo murino foram plotadas e a anélise estatistica
foi realizada pelo teste de Kaplan-Meier usando o software estatistico GraphPad Prism (GraphPad
Software, Inc., California, CA, EUA). Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo. Para a
andlise estatistica dos resultados dos testes de viruléncia e de atividade antifungica em modelo
murino utilizou-se o teste de comparacdo multipla Newman-Keuls utilizando software GraphPad
Prism, valor de p < 0,05 foi considerado significativo e os resultados expressos como média + erro

padrdo da variavel.

4.2 PARTE I

Avaliacdo da atividade antifungica do complexo RN-104/ciclodextrina no tratamento da

criptococose em modelo murino

4.2.1 Substancias experimentais

O composto RN-104 ((E) -2- [2- (ciclohexilmetileno) hidrazinil)] - 4-feniltiazol) foi
sintetizado conforme metodologia descrita por SA et al., 2015 (identificado como 1d pelos
autores). A ciclodextrina utilizada neste trabalho é a 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina (2-HP-B-
CD) e foi adquirida comercialmente na Sigma-Aldrich® (Séo Paulo, Brasil). O complexo RN-

104/ciclodextrina foi preparado conforme descrito por Silva et al., 2021.

4.2.2 Determinacéo da concentracao inibitéria minima (CIM)

Os testes de concentracdo inibitéria minima (CIM) foram realizados seguindo as
orientacdes prescritas no CLSI, protocolo M-27-A3 (CLSI, 2008) conforme descrito no item
4.1.3. A substancia RN-104 livre foi solubilizada em DMSO e meio RPMI, a ciclodextrina livre
e o complexo RN-104/ciclodextrina liofilizado foram solubilizados em PBS. As faixas
intervalares testadas foram de 0,25 — 128 pug/mL para RN-104 livre, 6,50 — 3,333 pg/mL para
ciclodextrina livre e 6,7 — 3,453 pg/mL para o complexo RN-104/ciclodextrina. A CIM da
substancia RN-104 no complexo foi calculada a partir da concentracdo conhecida da substancia

presente em 1 mg do complexo liofilizado.
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4.2.3 Modelo murino de criptococose pulmonar

Os animais utilizados neste experimento foram camundongos C57BL/6 machos com
aproximadamente 6 a 8 semanas e 25 gramas, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal de Minas Gerais. O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais e aprovado com Protocolo CEUA:
401/2017. Para este experimento foram utilizadas leveduras de C. gattii L27/01 previamente
cultivadas em agar Sabouraud dextrose a 37 °C por 48 horas. As células foram transferidas para
solucdo salina estéril e o indculo quantificado e ajustado em hemocitdmetro para concentragdo
final de 1x10° leveduras/animal. Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal (IP) com
solucdo de xilazina, cetamina e PBS estéril (80 mg/kg /10 mg/kg). Apos a anestesia, 0s animais
foram infectados pela via intratraqueal (IT) através de uma incisdo transversal de
aproximadamente 1 cm feita na pele da regido do pescoco para expor a traqueia. Com o auxilio
de uma seringa Hamilton, foram injetados 30 ml do indculo flngico (1x10° leveduras/animal).
Imediatamente apos a infeccdo, os animais foram suturados e mantidos em aquecimento a 35

°C até a recuperacao da temperatura corporal. Os grupos experimentais (n=6) utilizados foram:

1- Grupo de animais ndo infectados;

2- Grupo de animais infectados e ndo tratados;

3- Grupo de animais ndo infectados e tratados somente com veiculo (solugdes utilizadas para
diluicdo dos compostos experimentais);

4- Grupo de animais infectados e tratados com composto RN-104 livre 10 mg/kg/dia;

5- Grupo de animais infectados e tratados com ciclodextrina livre;

6- Grupo de animais infectados e tratados com complexo RN-104/ciclodextrina;

7- Grupo de animais infectados e tratados com fluconazol 10mg/kg/ dia.

ApoOs a realizacdo dos procedimentos, 0s grupos experimentais foram colocados em
gaiolas separadas e receberam &gua e racdo ad libitum. O tratamento foi iniciado apds 24 horas
da infeccdo. As substancias RN-104 livre e RN-104 com ciclodextrina na concentracdo de 10
mg/kg/dia, ciclodextrina livre, fluconazol 10 mg/kg/dia foram administrados diariamente por
via intraperitoneal durante 15 dias. Os animais foram pesados e monitorados diariamente para

avaliar a perda de peso.
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ApOls o periodo de tratamento, os animais foram anestesiados e eutanasiados por
deslocamento cervical. O cérebro e os pulmdes foram removidos e pesados, e apos a pesagem
os fragmentos desses 6rgdos foram triturados e homogeneizados em 1mL de tampé&o fosfato
estéril. Aliquotas de 50 mL dessa suspensdo foram semeadas, em triplicata, com o auxilio de
pérolas de vidro, em placas de Petri contendo SDA. Em seguida, as placas foram incubadas em
estufa a 35 °C. As coldnias foram contadas apds 48 horas de crescimento. O resultado foi

expresso pelo nimero de UFC por grama de 6rgdo conforme descrito Santos et al., 2014.

4.2.4 Andlise estatistica

Para a analise estatistica dos resultados dos testes de viruléncia e de atividade antifungica
em modelo murino utilizou-se o teste de comparagdo multipla Newman-Keuls utilizando software
GraphPad Prism, valor de p < 0,05 foi considerado significativo e os resultados expressos como

média * erro padréo da variavel.
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5. RESULTADOS

5.1 PARTE I: Triagem de substancias sintéticas e avaliacdo da atividade antiflngica in vitro e

in vivo de heterociclicos tiazélicos frente a Cryptococcus spp.

5.1.1 Triagem de substancias sintéticas

Vinte e trés substancias sintéticas foram inicialmente testadas para avaliacdo da
atividade antifungica pelo método de CIM contra as espécies de C. neoformans H99 e C. gattii

L27/01 e os resultados podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2. Concentracdo inibitéria minima (CIM) de 23 substancias sintéticas contra Cryptococcus
neoformans e C. gattii.

C. neoformans H99 C. gattii L27/01
CIM (ug/mL)

Substancias

RIA16 0,28 0,14
RIAL7 1,06 0,26
RIA18 0,14 0,14
RIA19 4,98 1,24
RIA20 1,08 0,13
RIA25 1,17 0,29
RIA26 0,59 0,29
RIY 21 > 59,5 > 59,5
R1Y23 >51,0 >51,0
R1Y24 > 445 > 44,5
CAS2 >51,0 >51,0
CAS3 >52,0 >52,0
CAS6 >51,5 >51,5
CAS9 >51,5 >51,5
RPL1 > 78,5 > 78,5

RIF5 >71,5 >715
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RIF7 37,9 >75,8
PD76 0,05 0,05
2BZ50-31# > 53,5 > 53,50
HTI-7 7,8 3,9
HTI-12 0,97 0,97
HTI-13 3,90 1,97
HTI-14 0,24 0,48
Fluconazol 2,00 16,0
Anfotericina B 0,50 0,50

Entre as vinte e trés substancias testadas na triagem inicial, doze destas apresentaram
melhores atividade antifungicas contra os isolados de Cryptococcus testados. A substancia
PD76 apresentou a menor CIM (0,05 pg/mL) para os isolados testados. As substancias
identificadas com codigo RIA apresentaram valores de CIM promissores, variando entre 0,13
e 0,40 pg/mL. As substancias identificadas como HTI-12, HTI-13 e HTI-14 também
apresentaram valores de CIM baixos, de 0,24 — 3,90 ug/mL. A substancia nomeada de HTI-7
apresentou valores de CIM um pouco mais elevados, de 3,90 e 7,80 pug/mL para os isolados
testados. Ja as substancias RIY 21, RIY 23, RIY 24, CAS 2, CAS 3, CAS 6, RPLI, RIF 5, RIF
7 e 2BZ50-31# apresentaram valores de CIM superior ao de fluconazol e anfotericina para 0s
isolados testados.

5.1.2 Teste de susceptibilidade antifingica contra outras leveduras de importancia médica

Uma vez que as substancias HTI-12, HTI-13 e HTI-14 apresentaram atividade
antifingica importante contra os isolados de C. neoformans e C. gattii na triagem inicial, essas
substancias foram selecionadas para avaliacdo do seu espectro de acdo contra outras leveduras

de importancia médica (Tabela 3).
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Tabela 3. Concentracdo inibitéria minima (CIM) das substancias HTI-12, HTI-13 e HTI-14

contra leveduras de importancia médica.

CIM
(Mg/mL)

Espécie Fluconazol Tiazois

HTI-12 HTI-13 HTI-14
Candida albicans SC5314 0,5 0,97 0,97 0,97
C. glabrata ATCC 2001 4,0 >250,0 >250,0 >250,0
Pichia kudriavzevii ATCC 20298* 64,0 7,81 15,62 3,90
C. parapsilosis ATCC 22019 8,0 15,62 62,5 15,62
C. tropicalis ATCC 13803 > 64,0 31,25 >250,0 7,81

*Formalmente chamada de Candida krusei

Com base nos resultados obtidos (tabela 3) verificou-se que o isolado C. albicans
SC5314 foi 0 mais sensivel para as trés substancias avaliadas sendo os valores de CIM préximos
ao encontrado para o antifingico fluconazol. Ja o isolado de C. glabrata ATCC 2001 néo foi
sensivel as substancias nas concentragdes testadas. Entre as trés substancias avaliadas verificou-
se que a substancia HTI-14 apresentou os menores valores de CIM (variando de 0,97 — 15,62
pg/mL) para as leveduras testadas, com excecdo da C. glabrata.

A partir dos resultados obtidos até o0 momento, facilidade em obtencéo e sintese da
substancia e com base em dados da literatura, a substancia HTI-14 foi selecionada para
avaliacdo da atividade antifungica e dos efeitos sobre os fatores de viruléncia em C.

neoformans.

5.1.3 Concentracdo inibitéria (CIM) e fungicida (CFM) minima da substancia HTI-14 em C.

neoformans

Pode-se observar na tabela 4 que a substancia HT1-14 apresentou atividade antifingica
contra todos os isolados de C. neoformans testados, com valores de CIM variando entre 0,12 e
0,48 pg/mL. Além disto, a substancia em estudo apresentou a relacdo média da CFMso (0,48

pg/mL)/CIMs, de 0,24 pg/mL igual & 0,17 indicando agéo fungicida.
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Tabela 4. Concentracao inibitoria (CIM) e fungicida (CFM) minima da substancia HTI-14,
anfotericina B (ANFB) e fluconazol (FLC) contra doze isolados de Cryptococcus neoformans.

ANFB FLUC HTI-14

CIM CEM CIM CFM CIM CEM
(Mg/mL)

ATCC 24067 0,25 0,50 2,0 8,00 0,12 <0,007
ATCC 28957 0,25 0,50 2,0 64,00 0,24 0,48
ATCC 62066 0,25 <0,015 2,0 8,00 0,24 0,48
2 WP 0,25 0,50 2,0 16,00 0,24 0,48
£ F10 0,25 <0,015 4,0 64,00 0,24 0,48
= CN31 0,25 0,50 2,0 4,00 0,24 <0,007
§ VM-MCMMPI 0,25 0,50 2,0 4,00 0,24 0,97
g 96806 0,06 <0,015 8,0 >64,00 0,24 0,48
g 5396 0,25 0,50 4,0 32,00 0,12 0,24
&  28JF 0,25 0,50 2,0 16,00 0,24 0,007
o H99 0,50 <0,015 2,0 32,00 0,24 0,48
27JF 0,50 1,0 4,0 >64,00 0,48 0,97
Média 0,27 0,38 3,0 31,33 0,24 0,42
CIMso/ CFMso 0,25 0,50 2,0 16,0 0,24 0,48
CIMg/ CFMg 0,25 0,50 4,0 64,0 0,24 0,97

5.1.4 Interacdo da substancia HTI-14 com os antiflngicos anfotericina B e fluconazol

Para verificar a interacdo da substancia HTI-14 com os antifangicos anfotericina B e

fluconazol (Tabela 5) foi realizado o ensaio de combinacdo da substancia com concentracdes

iguais, superiores e inferiores aos valores de CIM para determinacdo do indice de concentracdo

inibitéria fracional.

Ao avaliar a interacdo da substancia HTI-14 com o antifungico fluconazol, observou-

se que o maior valor de ICIF visto nos isolados de C. neoformans foi de 2,00 e 0 menor valor

foi 1,50. Quando avaliamos a combinacéo da substancia com a anfotericina B, observou-se que

0 maior valor de ICIF encontrado é de 3,02 para os isolados clinicos ATCC 28957 e 28 JF e 0

menor valor é de 1,25 pg/ml para o isolado clinico 27JF. Todos os valores encontrados de ICIF

para fluconazol e anfotericina B apresentam interacdo indiferente com a substancia HTI-14.
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os antifungicos fluconazol e anfotericina B para isolados de Cryptococcus neoformans.

ICIF médio

ICIF médio

(ng/ml) Interacéo (ng/ml) Interacéo
HTI-14 HTI-14
Isolados Fluconazol Anfotericina
ATCC 24067 1,50 Indiferente 2,00 Indiferente
ATCC 28957 2,00 Indiferente 3,02 Indiferente
ATCC 62066 1,50 Indiferente 1,50 Indiferente
. Indiferente
WP 1,50 Indiferente 1,49 I
. Indiferente
o F10 2,00 Indiferente 1,50
) Indiferente
g CN31 2,00 Indiferente 2,00 !
S )
S VM-MCMMPI 1,50 Indiferente 1,50 Indiferente
c . Indiferente
§ 96806 2,00 Indiferente 2,52 !
. Indiferente
é 5396 2,00 Indiferente 2,00
= Indiferent
S 280 2,00 Indiferente 3,02 netterente
O . Indiferente
H99 2,00 Indiferente 2,00 !
. Indiferente
21JF 2,00 Indiferente 1,25
Média
geomeétrica 1,81 1,90
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5.1.5 Avaliagéo do efeito da substancia HT1-14 na parede celular

O efeito da substancia HT1-14 no comprometimento da parede celular de C. neoformans
ATCC 24067 e H99 foi avaliado pela verificacdo dos valores de CIM ap6s o tratamento dos

isolados com a substancia juntamente com sorbitol 0,8M como protetor osmotico (Tabela 6).

Tabela 6 — Concentracdo inibitéria minima (CIM) da substancia HT1-14 contra isolados de
Cryptococcus neoformans em meio RPMI acrescido de sorbitol 0,8 M.

Meio RPMI Meio RPMI
Sorbitol 0,8M
HTI-14
Isolados Concentracdo inibitéria minima (ug/ml)
72 horas
C. neoformans ATCC 24067 0,12 0,12
C. neoformans H99 0,97 0,24

Neste ensaio ndo foi observada diferenca significativa no aumento dos resultados da
CIM da substancia isolada e acrescida com sorbitol para o isolado C. neoformans ATCC 24067.
Para o isolado C. neoformans H99 observamos um pequeno aumento no valor de CIM de 0,24
pg/ml para 0,97 pg/mL. Diante desses resultados observamos que a parede celular
possivelmente ndo representa um alvo de acdo primario para substancia HTI-14 nos isolados

testados.

5.1.6 Avaliagdo da inibi¢do da atividade enzimética de fosfolipase e proteinase

Para avaliacdo da inibicdo da atividade enzimatica de fosfolipase e proteinase nos
isolados de C. neoformans H99 e ATCC 24067, as leveduras foram tratadas com a substancia
HTI-14 na concentracdo de CIM. Apos a leitura dos resultados para ambas exoenzimas
avaliadas pode-se observar que as leveduras tratadas com a substancia HTI-14 apresentaram
pouca reducdo do halo formado ao redor das colénias quando comparadas com o didmetro do
halo formado no grupo controle (leveduras sem tratamento). Na comparacdo da relacdo do
diametro dos halos das colbnias sem tratamento e apds tratamento com a substancia nédo se
verificou diferenca significativa nos valores de Pz (atividade enzimatica), indicando assim que

a substancia HTI-14 néo interfere na atividade das exoenzimas avaliadas.
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5.1.7 Avaliagéo do efeito na integridade do biofilme

Neste ensaio, o biofilme dos isolados de C. neoformans H99 e ATCC 24067 formados
apoés 24 horas foram tratados com a substancia HTI-14 na concentracdo de CIM como
apresentado na figura 8. Observou-se que na concentracdo testada a substancia HTI-14
apresentou reducao metabolica das leveduras em biofilme formado pelo isolado C. neoformans
H99 apds tratamento por 24 horas, apresentando reducdo superior a 60%. Para o biofilme
formado pelo isolado C. neoformans ATCC 24067 observamos uma pequena reducdo da

viabilidade celular, porém sem diferenca significativa.
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Figura 1. Avaliacdo do efeito da substancia HTI-14 (CIM) na integridade do biofilme de Cryptococcus
neoformans H99 (p=0,0283) e ATCC 24067 (p=0,3340). As anélises estatisticas foram realizadas por comparacéo
multipla Newman-Keuls e valores de p < 0.05 foram considerados significativos.

5.1.8 Toxicidade e sobrevida em Tenebrio molitor

Diante dos resultados da triagem inicial e determinacéo da CIM, as substancias HTI-
12, HTI-13 e HTI-14 foram selecionadas e avaliadas quanto a toxicidade no modelo do
invertebrado Tenebrio molitor. Além dessas, a substancia HTI-7 foi incluida nesse estudo
devido a resultados promissores de atividade in vitro e in vivo em modelo de invertebrado
Galleria mellonella apresentados anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa (MATOS, 2017).
Como pode-se observar na figura 9, as substancias ndo apresentaram toxicidade nas trés
concentragOes avaliadas. As substancias HT1-12 e HTI-14 apresentaram 100% de sobrevida das

larvas nas trés concentragdes avaliadas. A substancia HTI-7 apresentou 100% de sobrevivéncia
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das larvas na concentracao de 3 mg/kg e de 94% para as concentracdes de 5 e 10 mg/kg. Para a

substancia HTI-13 foi verificado 100% de sobrevida na concentracdo de 3 mg/kg e 95% nas

concentragdes de 5 e 10 mg/kg. Todas as substéncias avaliadas apresentaram LD50 >10 mg/kg
no modelo invertebrado avaliado.
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Figura 2: Toxicidade de heterociclicos tiazélicos em Tenebrio molitor. N&o houve diferenga significativa entre
as dosagens testadas para as substancias HTI-7, HTI-12, HTI-13 E HTI-14. O ensaio foi realizado em triplicata,
com n=16 larvas por grupo. A substancia HTI-7 (A) apresentou 100% de sobrevivéncia na concentracdo de 3
mg/kg e de 94% para as concentracdes de 5 e 10 mg/kg. As substancias HT1-12 (B) e HTI-14 (D) apresentaram
100% de sobrevivéncia das larvas nas trés concentra¢fes avaliadas. A substancia HT1-13 (C) apresentou 100% na
concentragdo de 3 mg/kg e 94% nas concentracBes de 5 e 10 mg/kg. As analises estatisticas foram realizadas por

Kaplan-Meier.

5.1.9 Sobrevida em Tenebrio molitor infectados com C. neoformans H99 e tratados com HTI-7

e HTI-14

Diante dos resultados da substancia HTI-7 no aumento da sobrevida em modelo

invertebrado G. mellonella observados por Matos (2017), associados ao resultado de auséncia de
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toxicidade no modelo T. molitor apresentado acima, essa substancia foi selecionada para avaliacéo
do seu efeito na sobrevida das larvas apos a infec¢do por C. neoformans no modelo de invertebrado
proposto no presente estudo. A substancia HTI-14 foi selecionada para continuarmos os estudos por
apresentar resultados promissores nos ensaios in vitro e de toxicidade em modelo de T. molitor,
realizados no presente trabalho.

A) B)
HTI-7 HTI-14

100 =] o 100 — = o

904 — J_ -~ Nio injetados 90 pé € I o~ Nio injetados

80+ & PBS 80 & PBS

704 = Nio tratado £ 704 a— = Nio tratado

60 —¥- Fluconazol 10mg/kg < 007 —¥- Fluconazol 10mg/kg
::: & | - HTI-7 5 mg/kg H :::' —— HTI-14 5 mg/kg
304 -©- HTI-7 10 mg/kg * ; 30- ] -~ HTI-14 10 mg/kg *
204 8 -8 HTI-7 30 mg/kg ** 204 -8 HTI-14 30 mg/kg
104 ‘q 104 %

0 T T T * T T 1 0 T T * T 1

0 24 48 72 96 120 144 168 0 24 48 72 90 120 144 108
Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 3. Curva de sobrevida no modelo de invertebrado Tenebrio molitor infectado com C. neoformans H99 e tratado
com as substancias HT1-7 e HTI-14. A) T. molitor infectado com C. neoformans H99 (1,0 x 10° leveduras) e tratado com
fluconazol 10 mg /kg (p <0,0001***), HTI-7 5 mg/kg (p = 0, 0760), 10 mg/kg (p = 0,0070**) e 30 mg/kg (p=0,0006***).
B) T. molitor infectado com C. neoformans H99 (1,0 x 108 leveduras) e tratado com fluconazol 10 mg /kg (p <0,0001***),
HTI-14 5 mg/kg (p=0,6738), HTI-14 10 mg/kg (p= 0,0253*) e HTI-14 30 mg/kg (p= 0,2353). As andlises estatisticas
foram realizadas por Kaplan-Meier.

Como pode ser observado na figura 10, a substdncia HTI-7 apresentou aumento
significativo na sobrevida das larvas infectadas com C. neoformans e tratadas com as doses de
10 mg/kg (p = 0,0070) e 30 mg/kg (p= 0,0006) quando comparado ao grupo controle de larvas
infectadas e ndo tratadas. As doses de 10 e 30 mg/kg da substancia HTI-7 foram eficazes no
tratamento das larvas e ndo apresentaram diferenca significativa entre elas. O fluconazol na
concentracdo de 10 mg/kg foi utilizado como controle antifingico e apresentou valor de p <
0,0001 em relagéo ao grupo de larvas que ndo receberam tratamento.

Quando comparados 0s grupos tratados com o controle antifingico fluconazol e a
substancia HTI-7 nas concentracdes de 10 e 30 mg/kg ndo foi observado diferenca significativa
entre esses grupos. Observou-se que apds 96 horas da infec¢do para a substancia HTI-7 o grupo
de larvas tratados com a dose de 30 mg/kg da substancia HTI-7 apresentou maior eficacia na
sobrevida (44%), para o grupo tratado com fluconazol foi observado 87% de sobrevida das

larvas apds esse tempo.
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Na avaliacdo da substancia HTI-14 observamos eficacia no aumento da sobrevida das
larvas infectadas somente para o tratamento na concentracdo de 10 mg/kg (p = 0,0253). O
fluconazol na concentragdo de 10 mg/kg foi utilizado como controle antifungico e apresentou
valor de p < 0,0001 em relac&o ao grupo de larvas que ndo receberam tratamento.

5.1.10 Curva de sobrevida em modelo murino com tratamento com a substancia HTI-7

Diante dos resultados de baixa toxicidade e aumento da sobrevida apresentados pela
substancia HTI-7 no invertebrado T. molitor, avaliamos a eficacia da substancia em modelo
vertebrado através da construcdo da curva de sobrevida em modelo murino (figura 13). Os
animais foram infectados via intratraqueal para modelo de criptococose pulmonar e realizado o
tratamento com a substancia experimental e fluconazol durante 15 dias por administragdo via
intraperitoneal. Ap6s o periodo de tratamento os animais foram monitorados diariamente para

construcdo da curva de sobrevida.
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Figura 4. Curva de sobrevida em modelo murino de criptococose pulmonar com tratamento da substancia HTI-7.
O tratamento foi iniciado apds 24 horas da infeccdo e realizado durante 15 dias. Os animais foram monitorados
durante 72 dias para construcdo da curva de sobrevida. Grupos experimentais: animais ndo infectados (n=4), ndo
tratados (n=4), fluconazol 10 mg/kg/dia (n=6), veiculo (n=6), HTI-5 5mg/kg/dia (n=6) e HTI-7 10 mg/kg/dia
(n=6). Os grupos tratados com fluconazol (p=0,0290*) e HTI-7 10 mg/kg/dia (p=0,0163*) apresentaram diferenca
estatistica. Os grupos HTI-7 5 mg/kg/dia (p=0,4253) e o grupo veiculo (p = 0,3847) ndo apresentaram diferenca
significativa no aumento da sobrevida. As analises estatisticas foram realizadas por Kaplan-Meier.
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O fluconazol, na concentracdo de 10 mg/kg/dia, foi utilizado como controle
antifungico de tratamento e apresentou eficdcia no aumento na sobrevida dos animais (p=
0,0290*) quando comparado com o grupo controle de animais infectados e ndo tratados. O
grupo denominado veiculo, tratado somente com os diluentes da substancia em estudo,
apresentou média de sobrevida de 31 dias. O grupo de animais infectados e que ndo receberam
tratamento verificou-se uma média de sobrevida de 33 dias. Esses resultados mostram que 0s
diluentes utilizados na solubilizag&o da substancia ndo apresentaram interferéncia no aumento
da sobrevida dos animais.

A substancia HTI-7 na concentragdo de 10 mg/kg/dia (p=0,0163) demostrou eficacia
no aumento da sobrevida dos animais, com média de sobrevida de 58% frente a 54%
apresentada pelo grupo tratado com fluconazol 10 mg/kg/dia. Além disso, pode-se observar ao
final do experimento que a substancia HTI-7 na dose de 10 mg/kg/dia foi capaz de manter 50%
de sobrevida nos animais deste grupo. O veiculo utilizado para solubilizacéo da sustancia HTI-
7 ndo apresentou aumento na sobrevida dos animais (p=0,3847) comparado como grupo
infectado e sem tratamento. A substancia, na dosagem de 5 mg/kg/dia, ndo apresentou eficacia

no aumento da sobrevida dos animais (p=0,4253).

5.2 PARTE II: Avaliacdo da atividade antifingica do complexo RN-104/ciclodextrina no

tratamento da criptococose em modelo murino

A substancia RN-104 (identificada como 1d) foi previamente avaliada em ensaios in
vitro por Sa et al., 2015 e apresentou resultados interessantes contra Cryptococcus spp. Esses
autores demostraram em outro estudo a eficacia dessa substancia (identificada como CHT) no
aumento da sobrevida em modelo murino, no entanto, observou-se que as concentracdes de 10
e 50 mg/kg/dia embora eficazes, ndo apresentaram diferenca significativa no aumento de
sobrevida dos animais entre elas (Sa et al., 2018). A substancia RN-104 apresenta baixa
solubilidade em meio aquoso. Silva et al., 2020 demonstraram que o complexo de inclusdo
formado pela substancia RN-104 com ciclodextrina promoveu aumento importante da
solubilidade da substancia em meio aquoso.

Diante dos resultados apresentados acima, propusemos no presente trabalho, avaliar a

eficacia do complexo RN-104/ciclodextrina no tratamento da criptococose pulmonar em
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modelo murino através da recuperacdo de UFC dos animais infectados apds tratamento com as

substancias experimentais.

5.2.1 Concentrag&o inibitoria minima do complexo RN-104/ciclodextrina contra Cryptococcus
spp.

Antes do estudo em modelo murino, a atividade antifingica in vitro das substancias RN-
104 livre, complexo RN-104/ciclodextrina e ciclodextrina livre foram avaliadas pelo teste de
microdilui¢do. As concentragdes inibitdrias minimas determinadas estdo apresentadas na tabela
1.

Os testes de suscetibilidade in vitro para os isolados de Cryptococcus spp. resultaram
em valores de CIM maiores de 3,300 pg/mL para ciclodextrina livre contra todos os isolados
testados. Para o composto RN-104 livre os valores de CIM variaram de 4 a 8 pg/mL. O
complexo liofilizado RN-104/CD apresentou maiores valores de CIM, sendo 863,41 ug / mL
para C. neoformans H99 e 431,8 pug/mL para C. neoformans ATCC 24067. Avaliamos o valor
de CIM da substancia RN-104 quando complexada com a ciclodextrina através do céalculo
baseado na concentracdo conhecida da substancia RN-104 por mg de complexo liofilizado, e

observamos que houve um aumento de 4x no valor de CIM para os isolados avaliados.

Tabela 7. Concentragdo inibitoria minima do complexo RN-104 CD contra C. neoformans.

Concentracdo inibitoria minima (CIM)

(Mg/mL)
Isolados RN-104 RN-104 RN-104 no Ciclodextrina
livre Ciclodextrina complexo livre
C. neoformans H99 8,00 836,41 31,92 >3,300
C. neoformans L27/01 4,00 215,90 7,80 >3,300

5.2.2 Avaliagéo do complexo RN-104 em modelo murino de criptococose

Para a avaliacdo da eficicia do complexo RN-104/ciclodextrina no tratamento do
modelo murino de criptococose experimental proposto neste estudo, os animais foram
infectados via intratraqueal e o tratamento foi durante 15 dias, com inicio 24 horas apos a
infeccdo. Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados e recuperados e avaliados 0s

resultados de recuperacdo de UFC/g do pulmao e do cérebro conforme apresentado na figura 5.
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Na avaliacdo da carga fungica recuperada do tecido pulmonar, observamos que
somente o0 grupo tratado com fluconazol 10 mg/kg/dia apresentou reducgédo significativa
(p=0,0014**) em relagdo ao grupo de animais infectados e ndo tratados. No tratamento com a
substancia RN-104 livre (p=0,3743) e com a ciclodextrina livre (p=0,1118) observamos uma
pequena reducdo da carga fungica, porém sem diferenca significativa em relacdo ao grupo de
animais sem tratamento. Quando avaliamos os tratamentos com a substancia RN-104 livre e
complexada com ciclodextrina, ndo observamos diferenca significativa na redugdo da carga

fangica do tecido pulmonar entre esses grupos (p=0,4514).
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Figura 5. Modelo murino de criptococose pulmonar. Recuperacao de unidades formadoras de col6nias por grama de 6rgéo
(UFC/g) do pulmio e cérebro de camundongos machos C57BL/6 infectados com Cryptococcus gattii L27/01 (1x10°
levedura) e tratados por 15 dias. Grupos experimentais (n=4): animais infectados e ndo tratados, animais infectados e
tratados com fluconazol 10 mg/kg/dia, substancia RN-104 livre 10 mg/kg/dia, RN-104/ciclodextrina e ciclodextrina livre
(CD). (A) UFC/g do pulmao: fluconazol (p=0,0014), RN-104 livre (p=0,3743), RN-104/CD (p=0,8189) e ciclodextrina
livre (p=0,1118). (B) UFC/g do cérebro: os grupos de animais tratados com fluconazol (p=0,1216), RN-104 livre
(p=0,1547), RN-104/CD (p=0,3584) e ciclodextrina livre (p=0,3974) ndo apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao
grupo de animais ndo tratados. As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste de Comparac¢do Multipla de Newman-
Keuls e valores < 0,05 foram considerados significativos.

Quando avaliado os resultados da UFC/g recuperada do cérebro, verificamos que 0s
grupos de animais infectados e tratados com fluconazol 10 mg/kg/dia (p=0,1216), RN-104 livre
(p=0,1547), complexo RN-104/CD (p=0,3584) e com ciclodextrina livre (p=0,3974) néo
apresentaram reducéo da carga fungica significativa quando comparado com o grupo de animais

infectados e nao tratados.
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Ao avaliarmos entao se a substancia em estudo complexada ciclodextrina apresentaria
maior eficacia na reducdo da carga fangica comparada a sustancia livre, verificamos que o
tratamento com o complexo RN-104/CD apresentou maior capacidade na reducdo fungica
recuperada do cérebro dos animais (p=0,0171) frente ao tratamento com a subtancia livre. Outro
resultado observado nesse estudo foi para o grupo tratado somente com ciclodextrina livre, que
apesar de nédo ter apresentado diferenca significativa em relacdo ao grupo de animais sem
tratamento como citado acima, apresentou reducgdo significativa da carga fungica em relagéo ao

grupo de animais tratados com a substancia RN-104 livre (p=0,0191).
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6. DISCUSSAO

Em nosso trabalho, avaliamos inicialmente a atividade antifingica de vinte e trés
substancias sintéticas contra isolados de C. neoformans e C. gattii. Dentre as substancias
triadas, doze substéncias tiazolicas apresentaram importante atividade antifingicas contra os
isolados avaliados. Entre os importantes resultados encontrados nesse trabalho, estdo os valores
de CIM apresentados pela substancia PD76, que ¢ um produto de degradacdo do composto
tiazélico RI-76, descrito anteriormente por Lino e colaboradores (2018). A substancia PD76
apresentou, no presente trabalho, valor de CIM quatro vezes menor a CIM do seu precursor RI-
76, conforme apresentado no trabalho que publicamos juntamente com Franco (2021). Diante
desses resultados, associados a auséncia de toxicidade em células humanas de rim embrionario
e da atividade antiflngica in vivo, apresentadas anteriormente pelo precursor RI-76 (CRUZ et
al., 2018), consideramos a substancia PD76 um interessante alvo para futuros estudos e
avaliacdo da atividade antifungica in vivo.

As substancias HTI-12, HTI-13 e HTI-14 apresentaram baixos valores de CIM para
isolados os Cryptococcus avaliados, e diante disso, expandimos a avaliagdo da atividade
antifngica dessas substancias para outras leveduras de importancia médica. O isolado Candida
albicans SC 5314 apresentou maior sensibilidade frente as trés substancias avaliadas, com valor
de CIM muito proximo ao encontrado para o antifungico fluconazol. Esse resultado é
interessante, visto que, um dos principais critérios necessarios para um farmaco ser considerado
um bom antiflngico para uso clinico, é o seu amplo espectro de acdo contra diferentes espécies
fangicas (MAZU et al., 2016). Observamos nesse trabalho que o isolado Pichia Kudriavzevii
ATCC 20298 (formalmente chamado de C. Krusei) foi sensivel frente as trés substancias
tiazélicas avaliadas. Esse resultado € interessante, uma vez que € conhecida a resisténcia
intrinseca do isolado Pichia Kudriavzevii ATCC 20298 (C. Krusei) para o antifingico
fluconazol (WHALEY et al., 2017), e por ser uma das principais espécies ndo-albicans
causadoras de candidemia em pacientes imunossuprimidos (JAMIU et al., 2021). A resisténcia
ao fluconazol é impulsionada pela epidemiologia das espécies, como é observado nos paises
com um grande numero de casos de candidemia relacionada a C. glabrata e C. krusei, onde
altas taxas de resisténcia sdo observadas para esses isolados (Diaz-Garcia et al., 2021). A
substancia HTI-14 apresentou os menores valores de CIM para os isolados de Candida spp.
avaliados, com excecdo da C. glabrata. As infec¢bes fungicas invasivas, principalmente as

causadas por Candida spp., sdo frequentes em pacientes hospitalizados e apresentam alta taxa
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de morbidade e mortalidade. De acordo com o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas
(CDC) americano, a mortalidade atribuida a candidiase sistémica é em torno de 40% -70% em
todo o mundo, mesmo com o uso de terapias antiflngicas disponiveis (CALANDRA et al.,
2016; SHUKLA et al., 2021). Esses dados reforcam a importancia da busca por substancias
ativas que apresentem espectro de atividade para diferentes leveduras de importancia médica,
incluindo os isolados de Candida spp. A atividade antifingica de derivados tiazélicos contra
isolados de Candida spp. também foi descrita recentemente por Biernasiuk et al., 2021. Esses
autores apresentam valores de CIM semelhantes ao encontrados no presente trabalho, o que
confirmam o potencial antifungico e amplo espectro de atividade das substancias tiazélicas
estudadas nesse trabalho.

Durante a realizacdo de reviséao de literatura, verificamos que a substancia HT1-14 havia
sido sintetizada e descrita anteriormente com atividade antifingica para isolados de Candida
spp., no entanto, sem resultados avaliados para Cryptococcus spp. (SECCI et al., 2012). No
presente estudo, portanto, avaliamos a atividade antiflngica da substancia HTI-14 contra doze
isolados de C. neoformans. Nossos resultados apresentam efetiva atividade antifungica da
substancia HTI-14 contra todos os isolados avaliados, com média de CIM prdxima ao
encontrado para o antifingico anfotericina B, e inferior a média de CIM apresentada pelo
antifungico fluconazol. Na avalia¢do da interacdo da substancia HTI-14 com os antifingicos
anfotericina B e fluconazol, observamos valores de indice de concentracdo inibitéria fracional
(ICIF) médios para todos os isolados avaliados. Esses resultados demonstram efeito indiferente
a combinacdo da substancia HTI-14 com os dois antifungicos testados. Conforme descrito na
literatura, valores médios de ICIF, de forma semelhantes aos encontrados em nosso trabalho,
sdo descritos como indiferente a combinacdo entre os compostos avaliados (CUENCA-
ESTRELLA, 2004). A interacdo indiferente entre os farmacos, indica que uma combinacao
entre esses ndo apresenta efeitos adversos sobre a resposta terapéutica (JOHNSON et al., 2004).
Interacdo indiferente de combinacao de compostos tiazolicos com os antifungicos fluconazol e
anfotericina B também foram descritos por Sa et al., 2015.

A partir dos resultados anteriormente descritos, associado a facilidade de sintese e
obtenc&o, a substancia HTI-14 foi selecionada para avaliacdo do seu efeito sobre alguns fatores
de viruléncia de C. neoformans. Na avaliacdo do efeito da substancia HTI-14 sobre a
integridade da parede celular fungica, ndo foram encontradas evidéncias de acdo da substancia
nos isolados avaliados, uma vez que ndo observamos aumento nos valores de CIM apoés

exposicao das leveduras a substancia HTI-14 acrescida de sorbitol 0,8 M. O sorbitol atua como
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protetor osmotico, estabilizando a parede celular fungica e dificultando a acdo dos compostos
antifungicos fungica, resultando assim no aumento dos valores de CIM encontrados na presenca
de sorbitol (FROST, 1995). A estrutura da parede celular é exclusiva dos fungos e, por estar
ausente em humanos, € um alvo promissor para drogas antifungicas. Uma das principais
funcBes da parede celular fangica é fornecer protecdo contra fatores de estresses ambientais,
incluindo o estresse osmotico, que pode resultar em lise celular favorecendo a entrada de
macromoléculas potencialmente prejudiciais (BOWMAN & FREE, 2006; HASIM &
COLEMAN, 2019).

Dentre os fatores de viruléncia de Cryptococcus spp., as exoenzimas fosfolipases e
proteinases tém sido diretamente relacionadas aos processos de invasdo ou evasdo fungica no
sistema imune do hospedeiro (SANTANGELDO et al., 1999). Nas infeccdes criptocdccicas, as
fosfolipases tém sido descritas como necessaria para o inicio da infeccdo pulmonar, bem como
para a disseminacdo fangica do pulmao para a corrente sanguinea, e por fim, favorecendo a
disseminacédo das leveduras para sistema nervoso central (GERSTEIN & NIELSEN, 2017;
SANTANGELDO et al., 2004). No presente estudo a substancia HT1-14 ndo apresentou inibicdo
significativa sobre a atividade enzimatica de fosfolipases e proteinases dos isolados de C.
neoformans avaliados.

A producéo da matriz extracelular em Cryptococcus spp. constitui um dos mecanismos
de protecdo do fungo contra acdo de farmacos (MARTINEZ; CASADEVALL, 2006). O
desenvolvimento do biofilme por C. neoformans segue um padrdo de processos, que inclui a
fixacdo da superficie fungica, a formagao de microcoldnias e entdo a producio de matriz. E um
processo bem organizado, e que depende das caracteristicas da superficie, do meio e
propriedades da célula fungica. A capacidade de formacédo de biofilme é considerada um fator
importante na determinacdo de estratégias terapéuticas, incluindo as infecgdes fungicas por
Cryptococcus spp. (MARTINEZ & CASADEVALL, 2007). No presente trabalho avaliamos o
efeito da substancia HT1-14 sobre biofilme formado por C. neoformans. A substancia em estudo
apresentou significativa reducdo de atividade metabolica do biofilme formado por C.
neoformans H99. Derivados tiazolicos tém sido descritos na literatura com capacidade de
reducdo atividade metabolica e efeito sobre a integridade de biofilme fangico como os
derivados 2-[2-(cyclohexylmethylene)hydrazinyl)]-4- phenylthiazole (CHT) e 4-phenyl-1, 3-
thiazol-2-yl hydrazine (31c) (LV et al., 2020; MOHAMMAD et al., 2019; Sa et al., 2018). As
células microbianas dentro de um biofilme apresentam caracteristicas fisiologicamente distintas

das células plancténicas do mesmo organismo, e como consequéncia, sdo causa prevalente de
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falha de tratamento terapéutico e da recorréncia de infeccdes (RAMAGE et al., 2012; TITS et
al., 2020), justificando assim a importancia do desenvolvimento de antifingicos com atividade
em biofilmes (VAN DIJCK et al., 2018).

A avaliacdo da citotoxicidade de um composto demonstra seus possiveis danos bioldgicos,
sendo desta forma uma etapa essencial para estudos de substdncias com atividade bioldgica
(PAGANO & FAGGIO, 2015). O estudo da citotoxicidade em modelo murino é um pré-requisito
importantes para que entdo, um composto possa ser avaliado e utilizado na fase clinica em seres
humanos. No entanto, o alto custo na utilizacao de roedores, e das questdes éticas envolvendo
0 uso desses modelos, tornam necessarios estudos e padronizacao de novos modelos que sejam
alternativos ao modelo vertebrado (IGNASIAK & MAXWELL, 2017). O modelo invertebrado
Galleria mellonella tem sido usado de forma abrangente em estudos da patogénese de doengas
fangicas, como também na avaliacéo de citotoxicidade (ALVES et al., 2021; REIS et al., 2021;
TREVIJANO-CONTADOR & ZARAGOZA, 2019;). No entanto, esse modelo ndo ¢é
comercializado em muitos paises, incluindo o Brasil, onde a oferta dessas larvas é baixa. Diante
desse cenario, propomos em nosso trabalho a avaliacdo da toxicidade dos compostos
heterociclicos tiazolicos no modelo invertebrado Tenebrio molitor.

A prdéxima etapa foi avaliar a toxicidade das substancias HTI-7, HTI-12, HTI-13 e HTI-
14 no modelo invertebrado Tenebrio molitor. Nenhuma das quatro substancias avaliadas
apresentaram toxicidade neste modelo em estudo. T. molitor foi descrito como um modelo
invertebrado potencial para estudos de avaliacdo de viruléncia flngica, resposta imune do
hospedeiro a infeccdo fungica, e também para avaliacdo da acdo de compostos antifingicos
(SOUZA et al., 2015). Resultados de MATOS (2017) apresentam auséncia de toxicidade da
substancia HTI-7 em modelo invertebrado G. mellonella, como também em linhagem de
macrofagos murinos. Além desses resultados citados, a substancia HTI-7 também apresentou
auséncia de citotoxicidade em células humanas de rim embrionario HEK (LINO et al., 2018).
Desta forma, consideramos importantes 0s nossos resultados, uma vez que a auséncia de
toxicidade da substancia HTI-7 no modelo T. molitor, associada a auséncia de toxicidade
apresentadas pelos estudos acima citados, confirma o potencial uso desse modelo para avaliagéo
de toxicidade de substancias sintéticas.

Uma vez que as substancias HTI-7 e HTI-14 ndo apresentaram toxicidade no modelo
invertebrado estudado, avaliamos sua a eficacia in vivo no tratamento de larvas de T. molitor
infectados com C. neoformans. Ambas as substancias avaliadas apresentaram aumento na

sobrevida das larvas de T. molitor, e além disso, as substancias apresentaram desempenho
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comparavel com o antifungico de referéncia fluconazol. Diante da efetiva atividade antifungica
in vitro, auséncia de citotoxicidade em modelo invertebrado e em células humanas, associado
aos resultados promissores apresentados em T. molitor, expandimos a avaliagdo da eficacia da
substancia HT1-7 em modelo murino de criptococose pulmonar.

Apesar dos avangos nos estudos em modelo invertebrado, algumas limitacdes
importantes apresentadas por esse modelo, como a auséncia de sistema imunoldgico adaptativo,
tornam necessario o estudo da atividade antifungica em modelos vertebrados. Uma
caracteristica muito importante nos animais utilizados do modelo vertebrado, é o tamanho
corporal, que permite o procedimento de infeccdo via intratraqueal. Essa via de infeccédo se
assemelha a infecgdo pulmonar que ocorre em humanos, com a posterior disseminacédo fungica
para sistema nervoso central (NORMILE et al., 2020). Avaliamos a eficicia da substancia HTI-
7 através da construcdo de uma curva de sobrevida em um modelo de criptococose pulmonar
com infeccdo via intratraqueal. A substancia em estudo mostrou efetiva atividade antifingica
no aumentou da sobrevida dos animais, com desempenho superior ao antiftngico fluconazol.
No presente estudo, observou-se ainda, que a substancia HTI-7 foi capaz de manter 50% de
sobrevivéncia dos animais ao final de 72 dias do experimento, com uma média de sobrevida de
58%, frente a 54% apresentado pelo grupo tratado com fluconazol. Muitos compostos tiazélicos
tém sido descritos na literatura apresentando atividade bioldgica equivalente ou até mesmo
superior aos medicamentos de referéncia, sendo assim, considerados bons candidatos para o
desenvolvimento de novos medicamentos ativos e seguros para tratamento clinico (PETROU
etal., 2021).

Na segunda parte do presente trabalho, avaliamos a eficacia in vivo da substancia
tiazolica RN-104 em um complexo de inclusdo com ciclodextrina, em modelo murino de
criptococose pulmonar. Parametros farmacoldgicos como solubilidade, biodisponibilidade e
taxa de dissolucdo séo importantes para atingir a eficiéncia terapéutica in vivo (DIZAJ et al.,
2015). Estudos envolvendo complexos com ciclodextrina vem aumentando ao longo do tempo,
principalmente para seu uso no desenvolvimento de farmacos. No periodo de 2001 a 20009,
foram realizados 39 estudos sobre a atividade bioldgica in vivo de substancias ativas em
complexo com a ciclodextrina (CARNEIRO et al., 2019).

A substancia RN-104 apresenta dificil solubilidade em meio aquoso. Em estudos
anteriores de Sa e colaboradores (2015), verificou-se valor de ClogP de 5,24 para a substancia
citada (identificada como 1d). Valores de ClogP inferiores a 5, sdo considerados ideais para um

composto com boa solubilidade, o que sugere que seja capaz de passar passivamente pelas
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membranas lipidicas biologicas (LINPISKI et al., 2017). Em avaliacédo de atividade in vivo da
substancia RN-104 em modelo murino, observou-se que os tratamentos com as doses de 10 e
50 mg apesar de eficazes, ndo mostraram diferenca significativa no aumento de sobrevida dos
animais, o que nos sugere uma baixa distribuicdo da substancia in vivo. O complexo de inclusdo
utilizado no presente trabalho é constituido pela substancia RN-104 e 2-HP-B-CD, que
promoveu um aumento de 18 vezes na solubilidade aquosa de RN-104 (SILVA et al., 2021).
Diante disso, propomos em nosso trabalho avaliar a eficacia in vivo do complexo RN-
104/CD no tratamento de criptococose pulmonar em modelo murino. A atividade antifingica
das substancias experimentais, foram primeiramente, avaliadas in vitro. A substancia RN-104
isolada e presente no complexo mostrou-se ativa contra os isolados de Cryptococcus avaliados.
A ciclodextrina livre ndo apresentou atividade antifungica contra os isolados avaliados, ndo
sendo possivel determinar a sua CIM. No ensaio in vivo, a0 compararmos 0s tratamentos com
o complexo RN-104/CD e com a substancia RN-104 livre, observamos que o complexo mostrou
maior reducdo da carga fangica no cérebro dos animais. No estudo de S& et al. (2018)
observamos também que a substancia RN-104 isolada (identificada como CHT) néo apresentou
eficacia na reducdo da carga fungica no cérebro dos animais avaliados. A complexacdo de
substancias ativas com ciclodextrina, melhora a solubilidade e aumenta a permeabilidade em
membranas bioldgicas, tais como membrana gastrointestinal (GIT) e a barreira
hematoencefélica (BBB), conforme demonstrado em estudo in vitro utilizando o Ensaio de
Permeabilidade de Membrana Atrtificial Paralela (PAMPA), descrito por STASILOWICZ et
al., 2020. Nossos resultados indicam a melhora da solubilidade e distribuicdo da substancia in
vivo, com aumento da permeabilidade na barreira-hematoencefalica dos animais. Uma redugéo
da carga fungica foi também observada no grupo de animais tratados somente com
ciclodextrina. As ciclodextrinas sdo reconhecidas como excipientes ndo tdxicos e
farmacologicamente inativos que podem ser empregados em produtos farmacéuticos
(JANSOOK et al., 2018; KURKOV e LOFTSSON, 2013). Durante reviséo de literatura ndo
foram encontrados dados de atividade bioldgica da ciclodextrina utilizada nesse trabalho, sendo
necessarios futuros estudos para confirmacéo e esclarecimento dos resultados encontrados no
presente trabalho.
Dados da literatura apresentam que nos ultimos 5 anos, aproximadamente 124 estudos
cientificos foram realizados descrevendo a sintese e atividade dos compostos heterociclicos
tiazolicos (PETROU et al., 2021). No presente trabalho apresentamos o potencial antifingico

in vitro e in vivo de substancias heterociclicas tiazolicas contra isolados de Cryptococcus spp.,
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0 que contribui com dados da literatura, onde compostos heterociclicos tiazélicos sdo

considerados fortes candidatos a protétipos de novos farmacos.
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7. SINTESE DE RESULTADOS

Doze substancias sintéticas apresentaram eficacia contra os isolados C. neoformans H99
e C. gattii L27/01. Os compostos heterociclicos tiazolicos HTI-12, HTI-13 e HTI-14
apresentaram atividade antifingica in vitro contra outras leveduras de importancia médica com
valores de CIM similares ao do fluconazol. A substancia HTI-14 apresentou interacdo
indiferente quando combinada com os antifangicos anfotericina B e fluconazol. Além disso, a
substancia apresentou efeito na integridade do biofilme no isolado C. neoformans H99, com
reducdo da atividade metabolica celular. A substancia HTI-14 ndo apresentou atividade sobre
as exoenzimas fosfolipase e proteinase de C. neoformans. As substancias HTI-7, HTI-12, HTI-
13 e HTI-14 ndo apresentaram toxicidade no modelo invertebrado T. molitor, além disso
demonstraram eficacia no aumento da sobrevida das larvas, com desempenho comparavel com
o fluconazol. Na curva de sobrevida em modelo murino, a substancia HTI-7 apresentou
capacidade de manter 50% de sobrevivéncia dos animais ao final do experimento, superior ao
resultado observado para o antifungico fluconazol. No modelo murino de criptococose
pulmonar com tratamento do complexo RN-104/ciclodextrina, a substancia RN-104
complexada com ciclodextrina, apresentou maior capacidade de reducdo da carga fungica no
cérebro dos animais, quando comparado ao tratamento com a substancia em forma livre. Os
resultados apresentados neste trabalho demonstram a atividade antiflngica in vitro e in vivo dos

compostos heterociclicos tiazélicos contra Cryptococcus spp.
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8. CONCLUSAO

O presente trabalho apresentou compostos heterociclicos tiazolicos com potencial
atividade antifangica in vitro e in vivo para isolados de Cryptococcus spp. As
substancias tiazolicas avaliadas apresentaram também amplo espectro de acdo, com
atividade antifungica importante contra leveduras de importancia médica do género
Candida spp. O produto de degradacdo PD76 de um composto tiazolico apresentou
atividade antiflngica superior ao seu precursor, e foi considerada uma substancia
promissora para futuros estudos de atividade antifingica in vivo. Os isolados de C.
neoformans avaliados apresentaram importante sensibilidade frente ao tiazol HTI-14, e
um efeito significativo foi observado sobre a formacao de biofilme, um importante fator
de viruléncia alvo para o desenvolvimento de novos antifingicos. Neste trabalho
apresentamos importantes resultados de testes de toxicidade e atividade antiflngica in
vivo no modelo invertebrado Tenebrio molitor, que associado a estudos anteriores,
consideramos ser um modelo potencial para a triagem e estudo de compostos sintéticos
com atividade antifungica. A substancia HTI-7 desempenhou excelente atividade
antifngica in vivo, com desempenho superior ao antifngico de referéncia fluconazol.
Apesar de serem necessarios novos estudos, observamos nesse trabalho que a substancia
heterociclica tiazolicas em estudo, complexada com ciclodextrina, apresentou maior
permeabilidade na barreira hemato-encefélica e maior capacidade na reducéo de carga
fangica recuperadas dos animais em um modelo experimental murino de criptococose
pulmonar. Os resultados apresentados nesse trabalho demonstram a potencial atividade
antifangica de substancias sintéticas da classe dos heterociclicos tiazdlicos, como
também o seu potencial para novos prototipos de farmacos que possam ser

desenvolvidos e disponibilizados no mercado para a terapéutica antifingica.
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ABSTRACT: Cryptococcosis is a systemic mycosis caused mainly by two species of
encapsulated basidiomycete yeast, with Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii
responsible for the infection in immunocompromised and immunocompetent individuals,
respectively. The antifungal therapy available presents a series of limitations such as
resistance to fluconazole, nephrotoxicity caused by amphotericin B, and fluocytosine high
cost and limited availability worldwide. Given this situation, the aim of this study was to
evaluate the in vitro and in vivo antifungal activity of compound HTI-7 against C. neoformans
H99 infection in Tenebrio molitor larvae and mice. The MIC values was 3.9-7.8 ug/mL for C.
gattii and 7.80 pug/mL for C. neoformans strains. The substance HTI-7 showed a significant
difference in the larval survival of Tenebrio molitor at concentrations of 10 mg/kg (p = 0.0070)
and 30 mg/kg (p = 0.0006). In the murine model, the substance HTI-7 at a concentration of

10 mg/kg/day showed excellent results in increasing animal survival, with a mean survival of
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58% compared to 54% presented by the group treated with fluconazole 10 mg/kg/day, thus
demonstrating promising antifungal activity in vivo in increasing survival in the studied

models.

KEYWORDS: antifungal, Cryptococcus, thiazoles, Tenebrio molitor.

1. INTRODUCTION

Cryptococcosis is an infectious disease affecting more than one million people per year
worldwide. This disease occurs primarily by inhalation of the infectious propagules from
environmental reservoirs and deposition into pulmonary alveoli. Cryptococcus neoformans
and C. gattii are considered the predominant pathogens of human cryptococcosis and are
capable of causing severe and fatal meningoencephalitis and the infection may involve several
organs (1-4).

The patient's susceptibility and the progression of cryptococcal disease depend on the
genotypes and phenotypes of the host and the fungus (5), thus, patients with cryptococcosis
can present several symptoms in a wide spectrum of severity due to the interaction between
yeast and the host (6).

In Latin America, cryptococcal meningitis is still an important health threat. As
molecular data from worldwide, C. neoformans molecular type NIV is the most common cause
of cryptococcosis in HIV-infected people, followed by C. gattii molecular type VGI|I, affecting
mostly otherwise healthy host (7).

In Brazil, an epidemiological study carried out between 2000 and 2012 showed 5,755
registered deaths in which cryptococcosis was cited as the cause. Of these, 1121 cases (19.5%)
the cryptococcosis was recorded as the basic cause of death representing a mean mortality rate
of 6.09/million inhabitants. In remaining 4634 (80.5%) cryptococcosis were recorded as
associated cause (8).

Currently available antifungal therapy for cryptococcosis is limited. Treatment is
based on the antifungals amphotericin B and fluconazole, since the antifungals of the
echinocandin class do not show activity against C. neoformans. Amphotericin B has broad
antifungal activity, however, its use is limited due to its nephrotoxicity. The available
liposomal formulations reduce the negative effects of amphotericin B, but its high cost makes
its application difficult in developing countries (9).
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The murine animal model is classically used to study the antifungal activity of new
compounds and the virulence mechanisms of human pathogens. Reducing the use of vertebrate
animal models and the cost of scientific trials are part of emerging bioethical issues discussed
in the scientific community (10). For the development of new treatment alternatives for
cryptococcosis, it is necessary to identify the phenotypic and genotypic factors of the yeast
during host infection that contribute to the evolution of the disease (11). For this, it is necessary
to develop studies to evaluate the antifungal activity and establish host-pathogen interactions
in alternative invertebrate models (10).

As alternative model invertebrate, insect host on the rise is Tenebrio molitor
(Coleoptera), a mealworm beetle, stored-grain plague (12). Studies demonstrate the potential
of T. molitor larvae as a model host that can be used to study fungal virulence, host immune
responses to fungal infection and the action of antifungal compounds (13).

Therefore, in this work, the in vitro and in vivo antifungal activity of the heterocyclic
compound thiazole HTI-7 was evaluated in a murine model and in the alternative invertebrate
model Tenebrio molitor. We also investigated phenotypic changes in the fungus cell and

capsule after infection in Tenebrio molitor.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Compound

Thiazole compound (E)-2-[(2-benzylidenecyclohexylidene) hydrazinyl]-4 (cianophenyl)
thiazole identified as HTI-7 in this work was synthesized according to methodology
previously described by (14), designated as 14 by these authors.

2.2 Fungal strains and inoculum preparation

Cryptococcus neoformans H99 was obtained from the culture collection of the
Division of Infectious Diseases at Brown University (Providence, USA). C. gattii ATCC
24065 and C. neoformans ATCC 24067 were obtained from the Culture Collection of the
University of Georgia (Atlanta, GA, USA). The isolate L27/01 was from the collection of
cultures of the Laboratory of Mycology / Institute of Biological Sciences at UFMG. All yeasts
was stored at - 80°C in glycerol.
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2.3 In vitro susceptibility of Cryptococcus spp.

Broth microdilution testing was performed in accordance with the guidelines in the CLSI
document M27-A3 (15). Susceptibility provided by the microdilution method, which was
performed in sterile 96-well flat-bottomed microplates (Difco Laboratories, Detroit, Ml,
USA). The isolates were grown on Sabouraud dextrose agar (SDA, Himedia, Mumbai, India)
for 48 h at 35 °C. The thiazole compound HTI-7 was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO)
(Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA) and diluted in RPMI 1640 medium supplemented with
L-glutamine and buffered to pH 7.0 with 0.165 M morpholine propanesulfonic acid ([MOPS]
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Compound was tested at concentrations ranging from
0.06 to 32 ug/ml. Growth and sterility controls were also performed. Fluconazole (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) and amphotericin B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
were included as the positive antifungal controls and were tested from 0.125 to 64 pug/ml. The
plates were incubated at 35 °C for 48-72 hours and the reading was performed visually, with
the MIC being considered as a total inhibition of growth when compared to the growth of the
control. The value of the minimum inhibitory concentration (MIC) was defined as the lowest
compound concentration (ug/mL) at which the well was optically clear. Two independent

experiments were carried out in duplicate.

2.4 Survival curve in murine model of cryptococcosis

For the survival curve experiments, C57BL/6 male mice with approximately 6 to 8
weeks and 25 grams, provided by the Centro de Bioterismo, Universidade Federal de Minas
Gerais were used. This project was submitted to the Animal Experimentation Ethics
Committee (CETEA) of the Federal University of Minas Gerais and approved with CEUA
Protocol: 401/2017. Yeasts of C. neoformans isolated H99 were cultivated in sabouraud
dextrose agar at 37 °C for 48 hours. Cells were transferred to sterile saline and the inoculum
quantified in a Neubauer chamber adjusted to 1 x 10° cells/ml.

The animals were anesthetized intraperitoneally (IP) with a solution of xylazine,
ketamine and sterile PBS (80 mg/kg/10 mg / kg). After anesthesia, the animals were submitted
to infection via the intratracheal (IT) route through a transverse incision of approximately 1
cm made in the skin of the neck region to expose the trachea. Using a Hamilton syringe, 30 pl
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of the fungal inoculum (1 x 10° cell / animal) was injected. Immediately after infection, the
animals were sutured and kept warm at 35°C until recovery from anesthesia. The experimental
groups were used: negative control with vehicle used to dilute HTI-7 substances (5 and10
mg/kg/day), control of infected animals without treatment and control of infected animals with
treatment with fluconazole (10 mg/day). kg/day) with n=6. The negative control animals
received only 30 pl of sterile PBS solution by the same route.

Fluconazole was solubilized and sterile distilled water. The HTI-7 substance was
solubilized in the vehicle composed of DMSO. After performing the procedures, the
experimental groups were kept in separate cages and received water and food ad libitum. The
animals were monitored daily to build a survival curve. Treatment was started after 24 hours
of infection. The experimental drug at concentrations of 5 and 10 mg/kg/day, fluconazole (10
mg/kg/day) and the vehicle were administered daily intraperitoneally for 15 days. The animals

were weighed and monitored to assess weight loss.

2.5 Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism statistical software 5.0 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA). The survival curve was provided by the Kaplan-Meier
method and the results obtained by the log test, with p <0.05 statistical significance. For
distribution of total cell size, cell body and capsule, scatter plot and statistical analysis by the

T test were used.

3.RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Antifungal Susceptibility Tests

The synthesis of the HTI-7 compounds in our study was described previously (14).
MICs were determined for the thiazole compound under study and for the antifungal agents
fluconazole and amphotericin B to confirm the in vitro activity and further study in the in vivo
model (Table 1).
Tablel. Minimum inhibitory concentration (MIC) of the heterocyclic thiazole HTI-7,
fluconazole (FLZ) and amphotericin B (AMB) antifungals against Cryptococcus spp.



101

.|
Minimum Inhibitory Concentration

(Hg/mL)
Strains Antifungals Thiazole Heterocyclic
AMB FLZ HTI-7
C. neoformans H99 0.50 2.0 7.80
C. neoformans ATCC 24067 0.25 2.0 7.80
C. gattii L27/01 0.12 16.0 7.80
C. gattii ATCC 24065 0.25 2.0 3.90

The susceptibility test showed MIC values ranging from 3.90 to 7.80 pg / mL for two
C. gattii isolates and 7.80 pug/mL for two C. neoformans isolates. FLC and AMB showed MIC
values lower than those found for test compounds and according to CLSI M27-S4 (15), all
isolates were sensitive to the compound under study. Thiazole heterocyclic compounds
described by Sa et al, presented low cytotoxicity and important antifungal activity, being

compounds considered promising prototypes for the development of new antifungal agents

(16).

4. COMPOUND TOXICITY AND SURVIVAL CURVE IN Tenebrio molitor

In this work we propose to carry out the study and evaluation of the effectiveness of
antifungal agents in the murine model and in T. molitor. Given the absence of toxicity of the
compound in T. molitor, we evaluated its effectiveness in increasing the survival of larvae

infected with C. neoformans H99 and treated with the compound and antifungal agents (Figure
2).

The group of unhandled larvae and the group of larvae that received only PBS showed
no difference in survival. These two groups were used to control the viability of the larvae used
in this study and control the effect of injection on survival, respectively. The group of untreated
C. neoformans H99 infected larvae had a mean survival of 72 hours, while the group treated
with fluconazole had an increase in survival with a median of 120 hours, validating this

antifungal as a positive control of larvae survival.

The evaluation of the toxicity of the compound in the alternative model of invertebrate

Tenebrio mollitor (Figure 1) showed that the three concentrations evaluated did not show
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toxicity, showing 100% survival at the concentration of 5mg/kg and 94% at the concentrations
of 10 and 30 mg/kg of the larva. MATOS (17) evaluated the toxicity of the compound HTI-7
at a concentration of 10 mg/kg/larva in the invertebrate model Galleria mellonella for 7 days
and at this concentration, the compound did not show toxicity in the model studied. The
substance HTI-7 presents a close difference in the survival of larvae but should be 10 mg / kg
(p = 0.0070) and 30 mg/kg (p = 0.0006). Fluconazole 10 mg/kg was used as control and
presentation p value <0.0001. The cytotoxicity of the compound was previously evaluated in
human embryonic kidney cells (HEK-293) and exhibited low cytotoxicity to human cells with
IC50 values greater than 50 mM. This result demonstrates the enormous potential of this
heterocyclic thiazole compound with respect to antifungal activity and selectivity (14).

The study of the efficacy of antifungal agents and the interaction of fungal pathogens
in non-vertebrate hosts is important to evaluate and propose that new non-vertebrate animal
models can be used and obtained results similar to those of mammal models (18).

HTI-7
100+ -::, o .
904 E £ -% PBS +Noinjection
80 HT-7 3mg/Kg
04 -8 HT-75 mg/Kg
60 -8~ HT-7 10 mg/Kg
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40
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10 1 1 1 T I 1 L] 1 T 1
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Time (hours)

Survival %

Figure 1. Evaluation of the toxicity of the substance HTI-7 in the invertebrate model Tenebrio
mollitor. The test was performed in triplicate, with n=16 larvae per group. No toxicity was
observed between the evaluated dosages. There was no significant difference between the
tested dosages, presenting p >0.05 for 5 mg/kg/day and p = 0.3173 for 10 and 30 mg/kg/day.
Statistical analyses were performed by Kaplan-Meier.

These results are interesting as they show Tenebrio molitor as a promising alternative
invertebrate model for evaluating the toxicities of compounds with antifungal activity, with

results similar to G. mellonella, which is widely used today. Although few studies with T.
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molitor have been described to assess the microbial pathogenesis in this invertebrate (13,19,
20, 21) model, studies are still needed to assess the efficacy of antifungal agents in the
proposed model.
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Figure 2. Survival curve in an invertebrate model of Tenebrio molitor infected with C.
neoformans H99 and treated with compound HTI-7 at appropriate 5, 10 and 30 mg/kg and
fluconazole 10 mg/kg. The compound HTI-7 presents a significant difference in the options
of 10 and 30 mg/kg with p value of 0.0338 and 0.0069 respectively, as well as the control
antifungal fluconazole p value of 0.0002. There was no significant difference between
fluconazole 10 mg/kg and an HTI-7 substance in the appropriate 10 mg/kg (p value 0.1578)
and 30 mg/kg (p value 0.6365). Statistical analysis were performed by Kaplan-Meier.

3.4 Survival curve in murine model

The survival curve in a murine model of pulmonary cryptococcosis was performed to
verify whether experimental treatments with the compound HTI-7 at different concentrations
were able to increase the survival of animals infected with C. neoformans H99 comparable to
treatment with the control antifungal fluconazole (Figure 3).

The average survival was 33 days for the group of infected animals without treatment
and 31 days for the group treated with only the vehicle. There was no significant difference
between these groups (p value 0.3847) necessarily, that the diluents of the compound HTI-7

have no effect on increasing survival in animals under study. As a positive treatment control,
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fluconazole at a concentration of 10 mg/kg/day was used, which showed an increase in the

mean survival of the animals in 54 days.
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Figure 3. Survival curve in a murine model of pulmonary cryptococcosis with treatment for
15 days and monitoring of animals for 72 days. Experimental groups: uninfected animals (n=4),
untreated (n=4), fluconazole 10 mg/kg/day (n=6), vehicle (n=6), HTI-5 5mg/kg/day (n =6) and
HTI-7 10 mg/kg/day (n=6). Treatments with HTI-7 (10 mg/kg/day) with p = 0.1663,
fluconazole (10 mg/kg/day) with p =0.0290 increased animal survival. The vehicle group does
not differ when compared to the group of untreated animals with p = 0.3847. Statistical analysis

were performed by Kaplan-Meier.

For the best of HTI-7 compound evaluated, only the concentration of 10 mg/kg/day
presented a difference in relation to the group of untreated animals (p value 0.1663) with the
mean survival of the animals in 58 days. There is no difference between the group treated with
fluconazole 10 mg/kg/day and the group treated with HTI-7 10/mg/kg/day (p value 0.3030).
Given the demonstrated efficacy of the compound HTI-7 in increasing the survival of the

alternative model of the Tenebrio molitor.

4. Conclusion
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The compound HTI-7 presented antifungal activity against Cryptococcus in vitro e in
vivo. Our results indicate T. molitor as a promising invertebrate model to study the toxicity
and antifungal activity of antifungal compounds in C. neoformans infection. The similarity in
the efficacy of the compound HTI-7 in the survival curve in murine models and in T. molitor
represents an alternative in using this invertebrate as a model for screening concentrations of
substances to be tested in vertebrate models, contributing to cost reduction and extensive use
of animals in experimental testing steps.
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ANEXO 1V - Estudo da Morfogénese de Cryptococcus neoformans H99 durante infecgdo

em Tenebrio molitor.

INTRODUCAO

O estudo da interacdo patdégeno-hospedeiro e dos fatores de viruléncia de patégenos
humanos tem sido classicamente descrito em modelos de mamiferos, sendo os camundongos
0s modelos mais utilizados. Nos ultimos anos, tem havido um interesse crescente no uso de
outros modelos de estudo, em vista das preocupacfes com o0s custos financeiro e questdes
bioéticas envolvidas na experimentacdo com animais vertebrados (HU et al., 2008;
NGAMSKULRUNGROJ et al., 2012; HOHL, 2014; MYLONAKIS, 2005).

Cryptococcus neoformans € uma levedura patogénica que acometer pacientes
imunossuprimidos, mas também pode infectar uma grande variedade de hospedeiros ambientais
como amebas, insetos, nematoides, mamiferos e plantas. Estudos indicam que 0os mecanismos
de viruléncia sdo conservados independentemente do hospedeiro. Por esta razdo, o uso de
modelos alternativos aos mamiferos tem despertado o interesse da comunidade cientifica
(TREVIJANO-CONTADOR et al., 2015).

O estudo de modelos invertebrados nas pesquisas em microbiologia esta atualmente
consolidado, sendo as larvas de Galleria mellonella amplamente utilizadas para estudar os
mecanismos de interacdo patdgeno-hospedeiro e também a eficacia de novos compostos
antimicrobianos (PEREIRA et al., 2018). Um fator relevante para o cenéario da pesquisa em
nosso pais € que o modelo G. mellonella ndo é comercializado em alguns paises, incluindo o
Brasil. E diante disso, as instituicbes precisam manter o seu proprio abastecimento para
utilizacdo desse modelo, demandando mdo de obra técnica e o aumento dos custos dos
experimentos. No Brasil, existem vérios fornecedores comerciais de T. molitor (SOUZA et al.,
2018) e associado ao pouco espago demandado para armazenamento e manipulacédo das larvas,

torna esse modelo interessante para os estudos.

METODOLOGIA

O isolado C. neoformans H99 foi cultivado por 48 h a 35 °C em agar sabouraud e

posteriormente as celulas foram ressuspendidas em tubos contendo solucéo salina (0,9%) estéril
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e o inoculo ajustado para 1,0x10° células/larva em hemocitdmetro. As larvas de Tenebrio
molitor foram obtidas da empresa Nutrinsecta localizada em Betim — Minas Gerais, Brasil. Para
a infecgéo foram utilizadas larvas de T. molitor com peso entre 100 e 200 mg apresentando cor
clara uniforme e sem manchas escuras. Previamente a infeccdo as larvas foram desinfectadas
com alcool 70% e o inoculo injetado na hemocele entre 0 segundo e terceiro segmento
abdominal visivel acima das pernas da larva, na porcao ventral. Apds a infec¢do, as larvas foram
incubadas a 37°C durante 4 dias. Para recuperacdo da levedura apds infeccéo, as larvas foram
desinfetadas conforme descrito acima e aspiradas a hemolinfa com seringa estéril de Imm. As
células foram suspensas em tinta nanquim e fotografadas no microscépio Leica DM 750 durante
o trabalho experimental. O tamanho da célula foi determinado pelo programa ImageJ, sendo o
tamanho total da célula definido como o didmetro da célula completa incluindo a cépsula e o
tamanho da capsula calculado como a diferenca entre o diametro total da célula e o diametro

do corpo celular (definido pela parede celular).

DISCUSSAO E RESULTADOS

Uma vez que é conhecido que C. neoformans manifesta transicdes morfoldgicas
durante infeccdo em mamiferos que envolvem alteracdes na capsula e total tamanho da célula,
propomos investigar de forma inédita e com principal interesse a resposta morfolégica da
levedura apds a infeccdo no modelo invertebrado T. molitor. Para isso, foi realizada a fotografia
das células cultivadas em meio sabouraud antes da infeccao (consideradas como tempo zero) e
apos recuperadas das larvas de T. molitor ap6s 4 dias da infecgdo, conforme apresentado na

figura 1.

A B

Figural. Morfologia celular de Cryptococcus neoformans H99 antes e apés 4 dias de infecgdo em Tenebrio
molitor. A) Morfologia das células de C. neoformans H99 cultivadas em dgar Sabouraud por 48 horas a 35°C antes
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da infeccdo. B) Morfologia das células de C. neoformans H99 recuperadas de larvas de T. molitor ap6s 4 dias de
infecgdo de 1x 108 células/larva.

As células de C. neoformans H99 apds passagem em T. molitor apds 4 dias de infecgédo
mostrou aumento no tamanho total da célula e também no tamanho do corpo celular (figura 2).
O tamanho total das células (c&psula incluida) antes da infec¢do apresentou média de 0,3407
pum, enquanto as células apds 4 dias de infeccdo apresentaram média de 0,4165 um. O tamanho

do corpo celular (delimitado pela parede celular) no tempo zero foi de 0,2691 um frente a
0,3492 observados ap0s 4 dias de infecgéo.

A) Tamanho total da célula B) Corpo celular
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Figura 2. Distribuicdo de tamanho total de células cultivadas em agar Sabouraud (Tempo zero) e recuperadas de
larvas de Tenebrio molitor apds 4 dias de inoculagdo com 10 levedura/larva de 50 células analisadas. O tamanho
total da célula foi definido como o diametro da célula completa, incluindo a capsula. A barra denota a média da
distribuicdo. O tamanho total da célula e o tamanho do corpo celular apresentaram valor p <0,0001, tamanho da

capsula valor p = 0,0377. O teste T e os gréaficos de dispersdo foram obtidos usando Graph Pad Prism 5. Diferenca
significativa foi considerada como valor de p <0,05.

O tamanho da cépsula foi avaliado como a diferenca entre o tamanho total da célula e o
tamanho do corpo celular, definido pela parede celular. Também foi observada diferenca
significativa entre o tamanho da capsula no tempo zero e apos 4 dias de infeccdo, com média
de 0,1012 pm para o tempo zero e 0,1101 pm para 4 dias.
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Garcias-Rodas e colaboradores avaliaram a resposta morfologica das celulas de C.
neoformans em lagartas no invetebrado Galleria mellonella e observaram aumento no tamanho
do corpo celular e da capsula durante 6 horas apds infeccao.

Firacative e colaboradores 2014 avaliaram alteracdes no tamanho da capsula antes ap6s
infeccdo em Galleria mellonella no estudo de cepas altamente virulentas de C. gattii e
identificaram a aumento acentuado nas células durante a infec¢do correlacionando com a
viruléncia.

Em um estudo de Rossi e colaboradores (2016), células de C. neoformans apresentaram
aumento progressivo no tamanho da capsula e tamanho total da célula em 24, 48 e 72 horas
apos infeccdo em G. mellonella. Além disso, esses autores observaram que um isolado

susceptivel ao fluconazol foi mais virulento em G. mellonella,

CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

E conhecido que alteracBes morfoldgicas de células de C. neoformans sio
encontradas em modelos de camundongos durante a infeccdo pulmonar. Entre essas
alteracOes estdo 0 aumento da capsula e a formacao de células gigantes, que relacionadas
a persisténcia das leveduras no hospedeiro.

Nesse experimento observamos que mudancas morfoldgicas no tamanho total
da célula como na cépsula das leveduras ocorrem durante a infecgdo no modelo
invertebrado T. molitor.

Esses resultados corroboram para o potencial de futuros estudos do modelo T.
molitor nos processos de patogénese da infeccdo criptococcica como a necessidade de
investigacdo dos efeitos de compostos sintéticos sobre os fatores de viruléncia de C.
neoformans durante a infeccdo in vivo nesse modelo invertebrado, extrapolando assim

0 uso de modelos mamiferos convencionais utilizados.
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