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RESUMO

FREITAS, A. L. D. Andlise do efeito antifingico de compostos sintéticos sobre Cryptococcus
spp. 2019, 97 p. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo.

A terapia da criptococose é limitada por problemas de toxicidade, tolerancia aos antifungicos e
alto custo. Estudos realizados com compostos organicos de calcogénio, em especial aqueles
contendo selénio, mostram que esses apresentam consideravel atividade contra microrganismos,
incluindo fungos. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antifungico de
compostos sintéticos de calcogénio no controle de Cryptococcus spp. usando modelo in vitro e in
vivo. Apos triagem de 141 compostos sobre Aspergillus fumigatus, Fusarium solani, Candida
albicans e Cryptococcus neoformans para determinar atividade antifungica e avaliacdo de
toxicidade sobre hemaécias, selecionamos o composto ALDF 078 como molécula lider para
avaliar a atividade anticriptococica. Esse composto apresentou atividade antifingica sobre C.
neoformans H99 e C. gattii R265 e suas linhagens tolerantes ao fluconazol (FCZ) e também
sobre isolados clinicos das duas espécies (Clso: 1 - 8 ng/mL). As concentragdes de 4X e 8X Clso
de ALDF_078 apresentaram efeito fungicida sobre C. neoformans H99 apds 8h e 4h de exposicédo
a molécula, respectivamente. O tratamento das leveduras com o composto mostrou que este, em
geral, causou a diminuicdo na espessura da capsula e volume celular de Cryptococcus spp., além
de ter aumentado a permeabilidade de membrana das leveduras da linhagem de C. neoformans
H99 tolerante ao FCZ. As células em dispersdo do biofilme maduro da linhagem ndo adaptada de
C. neoformans H99 foram inibidas por concentracfes semelhantes as que inibiram as células
plancténicas da mesma linhagem; entretanto, esta molécula ndo foi capaz de interferir nas células
sésseis dos biofilmes maduros. Os experimentos em modelo invertebrado de Galleria mellonella
mostraram que doses abaixo de 46,5 mg/kg de ALDF 078, apesar de ndo serem toxicas no
modelo testado, ndo foram efetivas no tratamento da infeccdo por C. neoformans. Nossos dados
indicam que o composto ALDF_078 apresenta efeito fungicida, baixa toxicidade e efeitos
morfofisioldgicos sobre leveduras de Cryptococcus spp. e destacam o potencial desse composto
sintético como molécula lider no desenvolvimento de uma opgao terapéutica sobre os agentes da

criptococose.

Palavras-chave: Criptococose. Resisténcia fungica. Compostos sintéticos. Efeito antiflngico.



ABSTRACT

FREITAS, A. L. D. Analysis of the antifungal effect of synthetic compounds on
Cryptococcus spp. 2019, 97 p. Dissertation (Master in Biotechnology) — Institute of Biomedical
Sciences, University of Sdo Paulo, Séo Paulo.

Cryptococcosis therapy is limited by toxicity problems, antifungal tolerance and high cost.
Studies with organic chalcogen compounds, especially those containing selenium, have shown
their activity against microorganisms, including fungi. Thus, the objective of this work was to
evaluate the antifungal potential of synthetic chalcogen compounds in the control of
Cryptococcus spp. using in vitro and in vivo models. After the screening of 141 compounds on
Aspergillus fumigatus, Fusarium solani, Candida albicans and Cryptococcus neoformans for
antifungal activity and red blood cell toxicity evaluation, the ALDF_078 compound was selected
as leader molecule for anticryptococcal activity evaluation. This compound showed antifungal
activity on C. neoformans H99 and C. gattii R265 and their fluconazole (FCZ) tolerant strains,
and also on the clinical isolates of the two species (ICso: 1 — 8 pug/mL). The concentrations at 4X
and 8X Clso of ALDF_078 presented fungicidal effect on C. neoformans H99 after 8h and 4h of
molecule exposure, respectively. Treatment of the yeasts with the compound caused a decrease in
capsule thickness and cell volume of Cryptococcus spp., besides to increasing membrane
permeability of FCZ tolerant C. neoformans H99 yeasts. The dispersion cells from non-adapted C.
neoformans H99 mature biofilm were inhibited at similar concentrations that inhibited planktonic
cells of the same strain; however, this molecule was unable to interfere with mature biofilm cells.
Galleria mellonella invertebrate model experiments have shown that doses below 46.5 mg/kg of
ALDF_078, although were not toxic in the tested model, were not effective in treating the
infection with C. neoformans. Our data show that the compound ALDF_078 has fungicidal effect,
low toxicity and morphophysiological effects on Cryptococcus spp. and highlighted the potential
of this synthetic compound as a leader molecule in the development of a therapeutic option for

cryptococcosis agents.

Keywords: Cryptococcosis. Fungal resistance. Synthetic compounds. Antifungal effect.
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1. INTRODUCAO

1.1. Infec¢bes Fungicas

Os fungos fazem parte do segundo grupo de organismos mais rico em espécies apds 0s
insetos e desempenham papéis-chave nos ecossistemas como decompositores, mutualistas e
patégenos (PURVIS; HECTOR, 2000). Estima-se que existam entre 2,2 a 3,8 milhGes de espécies
fangicas, das quais apenas 120.000 foram descritas. Dentre essas, apenas algumas centenas de
espeécies sao conhecidas por infectar humanos e causar desde infec¢bes superficiais, que atingem
pele, pelos, unhas e mucosas, até infeccBes invasivas que podem afetar sistema nervoso central
(SNC), pulmbes, coracdo, 0ssos, trato urinario, sistema reprodutor, etc (HAWKSWORTH;
LUCKING, 2017); sendo os fungos dos géneros Cryptococcus, Candida, Aspergillus e
Pneumocystis causadores de cerca de 90% de todas as mortes relacionadas as infecgdes fungicas
(BROWN et al., 2012). Os padrdes de infeccBes fungicas variam pelo globo e dependem nao sé
da espécie do fungo e regido geogréafica, mas também do sistema imune do hospedeiro e sitio de
infeccio (HAWKSWORTH; LUCKING, 2017).

O aumento da incidéncia de infec¢Bes fungicas invasivas nos ultimos anos tornou-se um
desafio para profissionais da saude, uma vez que patdgenos flngicos estdo associados a
crescentes taxas de morbidade e mortalidade em humanos (BONGOMIN et al., 2017
RAJASINGHAM et al., 2017). Estudos estimam que infec¢des fungicas matam mais de 1,5
milhGes de individuos ao ano, taxa de mortalidade semelhante a da tuberculose (BONGOMIN et
al., 2017). Esse aumento da incidéncia esta diretamente relacionado ao aumento da taxa de
resisténcia aos tratamentos disponiveis e, também, ao aumento da populacdo de risco; composta
por pacientes que receberam transplantes, pacientes expostos a quimioterapia antineoplasica

intensiva e farmacos imunossupressores, pacientes infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia
19



Humana (HIV), diabéticos, prematuros, idosos, entre outros fatores (BIELSKA; MAY, 2016;

KWON-CHUNG et al., 2014).

1.2. Criptococose
1.2.1. Agente etioldgico

O género Cryptococcus € composto por fungos basidiomicetos que sdo normalmente
encontrados em diferentes substratos organicos ricos em fontes de nitrogénio, tais como solo
contaminado com fezes de aves, troncos de arvores e material em decomposicdo (KWON-
CHUNG et al., 2014; LIN; HEITMAN, 2006). Estima-se que este género possui mais de 30
espécies distribuidas no ambiente, porém dentre essas, Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii destacam-se por sua importancia médica e veterinaria (MAZIARZ; PERFECT, 2016). Os
fungos pertencentes a esse género sdo encontrados tanto em sua forma saprofitica de hifa ou
pseudohifa (estruturas associadas a reproducdo sexuada), como na forma de levedura (estrutura
associada a reproducdo assexuada e forma patogénica do fungo) (LIN; HEITMAN, 2006).
Durante a infeccdo em humanos, esse microrganismo se apresenta na forma de leveduras,
esféricas ou globosas, que atingem de 3 a 8 um de didmetro e sdo envoltas por uma capsula
mucopolissacaridica composta por trés componentes principais: glucoronoxilomanano (GXM;
composto por acido glucuronico, xilose e manose), galactoxilomanana (GalXM, composto por
galactose, xilose e manose) e manoproteinas (manose e, em menor quantidade, xilose e
galactose) (FRIES et al., 1999; MAY et al., 2016).

Diferencas estruturais do polissacarideo capsular GXM, que constitui cerca de 90% da
capsula, permite a classificacdo de C. neoformans e C. gattii em cinco sorotipos (A, B, C, D e
AD). As cepas com sorotipos A e D e o hibrido AD pertencem a C. neoformans, sendo que as

cepas do sorotipo A foram nomeadas C. neoformans var. grubii, e as cepas do sorotipo D, C.
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neoformans var. neoformans. J& as cepas com sorotipos B e C sdo classificadas como C. gattii
(HAGEN et al., 2015). Com o uso de técnicas moleculares é possivel, também, classificar C.
neoformans e C. gattii em oito genotipos moleculares: C. neoformans var. grubii (sorotipo A)
como VNI, VNII e C. neoformans var. grubii (sorotipo AD) como VNIII, C. neoformans var.
neoformans (sorotipo D) como VNIV e C. gattii (sorotipo B) como VGI e VGII e C. gattii
(sorotipo C) como VGIII e VGIV (GONZALEZ et al., 2016; KWON-CHUNG et al., 2014). Em
2015, com uso de andlise filogenética, Hagen e colaboradores propuseram uma nova
classificacdo onde C. neoformans var. grubii e C. neoformans var. neoformans se tornariam
espécies separadas, sendo a variedade grubii equivalente a C. neoformans e a variedade
neoformans a C. deneoformans. A espécie C. gattii seria dividida em 5 espécies: C. gattii, C.
deuterogattii, C. bacillisporus, C. tetragattii e C. decagattii (HAGEN et al., 2015); no entanto,
essa proposta de classificagdo ainda ndo tem sido muito bem aceita e tem gerado discusséo no
meio cientifico. Depois de debates, ficou recomendado o uso de “complexo C. neoformans” e
“complexo C. gattii”, reconhecendo a diversidade genética sem criar confusdo (KWON-CHUNG
et al., 2017); e neste documento iremos denomina-los simplesmente de C. neoformans e C. gattii,

respectivamente.

1.2.2. Epidemiologia
Estudos mostram que cerca de 95% das infe¢des sdo causadas por C. neoformans, sendo as
demais causadas por C. gattii (MAZIARZ; PERFECT, 2016). Enquanto a criptococose causada
por C. neoformans tem distribuicao mundial e causa infec¢Oes sintomaticas disseminadas em
pacientes imunocomprometidos, a infeccdo por C. gattii ocorre também em pacientes
imunocompetentes e € observada principalmente em regides subtropicais e tropicais

principalmente na América do Sul, Africa e Australia; porém estudos mostram que essa espécie
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se expandiu para regides de clima temperado como Columbia Britanica - Canada e no noroeste
do Pacifico dos Estados Unidos da América (BIELSKA; MAY, 2016).

No Brasil, infecgdes por C. neoformans estdo distribuidas em todo o pais, com a maioria
dos casos ocorrendo nas regides Sul e Sudeste; enquanto C. gattii esté relacionada com infeccGes
endémicas no Norte e Nordeste, ocorrendo casos esporadicos nas demais regides (FIRACATIVE
et al., 2018; TRILLES et al., 2008). Em 2012, o Ministério da Salde publicou um levantamento
mostrando que a criptococose foi a micose sistémica que mais causou internacdes entre 0s anos
de 2000-2007 (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Até a década de 80, a infeccdo criptocdccica sistémica era uma infeccdo incomum que
ocorria em pacientes em terapia com corticoides ou diagnosticados com diabetes mellitus, doenca
de Hodgkin, lapus eritematoso sistémico, dentre outros. Porém, com a ascensdo da pandemia por
HIV, a criptococose tornou-se mais relevante para a comunidade médica e atualmente é uma das
doencas com maior incidéncia entre pacientes com severa deficiéncia imunolégica celular, sendo
a segunda causa mais comum da mortalidade relacionada a AIDS (Sindrome da imunodeficiéncia
adquirida) (BRATTON et al., 2012; MITCHELL; PERFECT, 1995; RAJASINGHAM et al.,
2017). Atualmente, a criptococose € a principal causa de meningite fldngica com
aproximadamente 223.100 casos/ano e taxa de mortalidade que chega a 81% em paises
subdesenvolvidos, onde o tratamento antirretroviral é insuficiente ou indisponivel e tem inicio em
fase avancada do HIV/AIDS, sendo a maioria dos casos encontrados na Africa subsaariana, Asia,
Pacifico e América Latina (RAJASINGHAM et al., 2017).

Na Ameérica Latina, considerada a terceira regido do mundo com a maioria dos casos, a
criptococose representa a principal causa de meningite oportunista e possui alta incidéncia

(~5.300 casos/ano) e elevada taxa de mortalidade (~55%) (FIRACATIVE, C. et al., 2018). Destes,
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Brasil e Coldmbia séo os paises com maior incidéncia, entre 1.001 a 2.500 casos/ano, seguidos
pela Argentina e México, com incidéncia de 501 a 1.000 casos/ano (RAJASINGHAM et al.,
2017; VIDAL et al., 2013). Sendo que no Brasil, a taxa de mortalidade varia de 26 — 70%

(MEZZARI et al., 2013; MORA et al., 2012; MOREIRA et al., 2006; SOUZA et al., 2013).

1.2.3. Infeccéo e Patogénese

A infeccdo por Cryptococcus spp. é adquirida pela inalacdo de propagulos aéreos
(basididsporos ou leveduras) provenientes de uma fonte ambiental e deposicdo em alvéolos
pulmonares. Na maioria dos casos, a inalagdo de Cryptococcus spp. produz uma infeccao
pulmonar assintomatica autolimitada, caracterizada pela formacdo de complexos granulomatosos
nos quais as leveduras podem ser eliminadas ou permanecer na forma latente por anos. Quando a
imunidade local é suprimida, a levedura pode crescer, disseminar-se para fora desses complexos e
causar pneumonia grave. Em um paciente com imunidade celular gravemente comprometida, as
leveduras reativadas podem proliferar no local da infeccédo inicial e obter acesso a outros locais
do corpo por meio de disseminacdo hematogénica. Apds alcancar a corrente sanguinea, as
leveduras se direcionam preferencialmente para o SNC, causando meningite ou
meningoencefalite; entretanto, o fungo também pode causar infec¢des localizadas na pele, 0ssos e
articulacdes, pulmdes e trato geniturinario (Figura 1) (LIN; HEITMAN, 2006; MAZIARZ,

PERFECT, 2016; NEGRONI, 2012; SEVERO; GAZZONI; SEVERO, 2009).
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Figura 1. Ciclo de infeccéo de Cryptococcus spp.
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Esporos e leveduras encontrados em fezes de aves contaminadas, solo e troncos de arvores sao
inalados, podendo causar uma infeccdo pulmonar geralmente assintomatica e autolimitada. O
fungo pode permanecer localizado nos pulmdes em sua forma latente ou disseminar via
hematogénica para outros 6rgdos, apresentando um acentuado tropismo para o sistema nervoso

central, onde causa meningite criptocécica (adaptado de LIN; HEITMAN, 2006).

Essa predilecdo das leveduras pelo SNC ndo é totalmente elucidada, porém, algumas
hipdteses ja foram propostas. A elevada concentracdo, no liquido cefalorraquidiano (liquor), de
nutrientes assimilaveis pelo fungo, tais como tiamina, acido glutdmico, glutamina, carboidratos e
minerais, associados a fraca resposta imune no tecido cerebral tornam o liquor um meio favoravel
ao desenvolvimento de Cryptococcus spp. (SEVERO; DE MATTOS OLIVEIRA; LONDERO,
1999). Além disso, o0 SNC é rico em catecolaminas (dopamina, noradrenalina, epinefrina e
adrenalina) que podem ser utilizadas como precursoras da sintese de melanina, um importante
fator de viruléncia, tornando o neurotropismo ainda mais relevante para a sobrevivéncia do
microrganismo (CASADEVALL; ROSAS; NOSANCHUK, 2000; GOMEZ; NOSANCHUK,

2003).
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Para chegar ao SNC e causar meningite criptocécica, as leveduras precisam atravessar a
barreira hematoencefalica (BHE). O mecanismo pelo qual elas penetram a BHE nao ¢ totalmente
entendido embora varias possibilidades tenham sido propostas; incluindo passagem entre células
endoteliais vizinhas (entrada paracelular), transporte para o sistema nervoso central dentro de
fagocitos infectados (modelo Cavalo de Troéia), ou por absorgao e travessia através de células
endoteliais (transcitose) (CASADEVALL, 2010; CHANG et al., 2004; CHARLIER et al., 2009).

Os sintomas comumente apresentados pelos pacientes com meningite criptococica sdo dor
de cabeca, estado mental alterado, febre, nausea e vOmito. Muitos pacientes desenvolvem
deterioracdo da visdo e paralisia do nervo 6tico (devido ao aumento da pressdo intracranial).
Quando ndo tratada, a doenca progride e os sintomas se estendem a confusdo, convulsoes,
reducdo do nivel de consciéncia e, eventualmente, coma (SCHWARTZ et al., 2018;

WILLIAMSON et al., 2017).

1.3. Fatores de viruléncia

A capacidade de sobrevivéncia de Cryptococcus spp. no meio ambiente e dentro do
hospedeiro ¢ favorecida por condigdes intrinsecas ao fungo denominadas fatores de viruléncia.
Dentre os principais fatores de viruléncia de C. neoformans e C. gattii que contribuem para a
patogénese da criptococose, destacam-se a presenca da capsula mucopolissacaridica, producédo de
melanina, capacidade de formar biofilmes e a produgdao de enzimas como as fosfolipases,
proteinases, esterases DNAses e ureases (CASADEVALL; ROSAS; NOSANCHUK, 2000; LIN;
HEITMAN, 2006).

A cépsula mucopolissacaridica, constituida principalmente pelos agucares GXM e GalXM,
é o principal fator de viruléncia do género e contribui com cerca de 25% da viruléncia do fungo

(MCCLELLAND; BERNHARDT; CASADEVALL, 2006). Além de desempenhar papel
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estrutural e proteger o fungo da dessecacdo ambiental e/ou predadores naturais; a capsula
contribui para a viruléncia através de diversos mecanismos que conferem protecdo as leveduras
contra a fagocitose e ainda interferem nos mecanismos imunes do hospedeiro (CASADEVALL et
al., 2018). Sabe-se que essa estrutura interfere com a resposta imune do hospedeiro pela
regulacdo negativa de citocinas inflamatérias, deplecdo de componentes do complemento e
inibicdo da capacidade de apresentacdo de antigenos dos mondcitos (O’MEARA; ALSPAUGH,
2012). A importancia desse fator de viruléncia ja foi demonstrada por diversos estudos que
mostram que cepas acapsulares sdo menos virulentas do que aquelas que apresentam essa
estrutura; a espessura da capsula, que depende de fatores associados ao microambiente da célula,
também é um importante fator a ser considerado, uma vez que capsulas com maior espessura
contribuem mais para a sobrevivéncia de Cryptococcus spp. no hospedeiro (KUMAR et al.,
2011).

A melanina, presente em Vvarios microrganismos incluindo Cryptococcus spp., € um
pigmento preto ou marrom de alto peso molecular formado pela polimerizacdo oxidativa de
compostos fenolicos (L-DOPA, monofenol, difenol e/ou esculina) catalisada pela enzima lacase
(BORAL et al., 2018). A producdo de melanina pelas leveduras desse género também é um
importante fator de viruléncia que confere ao patdgeno resisténcia a fagocitose, termotolerancia,
protecdo contra radiacdo ultravioleta e resisténcia aos antiflingicos (GOMEZ; NOSANCHUK,
2003). Estudos mostram que células fangicas melanizadas apresentam menor susceptibilidade a
anfotericina B e a caspofungina, interferindo na efetividade do tratamento para criptococose
(CASADEVALL; ROSAS; NOSANCHUK, 2000; DE FATIMA LISBOA FERNANDES et al.,

2012).
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Biofilmes sdo comunidades microbianas que crescem aderidas a alguma superficie sélida e
sdo envolvidas por uma matriz exopolimérica secretada pelos microrganismos em associacao;
podem ser formados em placas de poliestireno e dispositivos médicos, incluindo fistula de dialise
peritoneal, cateteres de derivacdo ventriculoatrial e outros. A producdo de biofilme por
Cryptococcus spp. tem sido frequentemente descrita como uma estratégia associada a infecgdo
crbnica, uma vez que os biofilmes constituem uma barreira fisica que impede a penetracdo
eficiente dos antifingicos e conferem aos microrganismos niveis mais altos de resisténcia a
atividade antifungica (MARTINEZ; CASADEVALL, 2005, 2015). Martinez e Casadevall (2006),
mostraram que as leveduras presentes nos biofilmes de Cryptococcus spp. apresentavam maior
resisténcia ao fluconazol e ao voriconazol, quando comparado a forma plancténica (MARTINEZ;
CASADEVALL, 2006).

A formacédo de biofilmes pelas leveduras de Cryptococcus spp. pode ser divida em trés
fases: fase de adesdo, fase intermediéria e fase de maturacdo. Durante a fase de adeséo (2 a 4 h),
também chamada de fase inicial, as leveduras tornam-se metabolicamente ativas e se aderem a
superficies bidticas ou abidticas formando uma monocamada; apds essa fase, no estagio
intermediario (4 a 16 h), ocorre um aumento significativo na populacdo, a producéo inicial de
matriz extracelular e a formacdo de microcoldnias, nas quais ocorrem o estabelecimento de
gradientes de nutrientes, a troca genética e quorum sensing. Durante o estagio de maturacéo (24 a
48 h), a atividade metabdlica das células criptococicas nos biofilmes permanece alta e constante
(MARTINEZ; CASADEVALL, 2015). Ap6s a maturacdo, as células podem se destacar do
biofilme como microcolbnias ou células isoladas e colonizar outros sitios no hospedeiro,
causando a expansdo da infecgdo e podendo dar inicio a infecgdes disseminadas. Estudos

mostram que as células que se separam de um biofilme, conhecidas como células em dispersao,
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sd0 mais virulentas e causam maior mortalidade do que as células planctdnicas, o que pode ser
explicado por alteragbes epigenéticas que ocorrem nas células durante a formacgdo e
desenvolvimento do biofilme (SARDI et al., 2014; UPPULURI et al., 2010).

A producdo e secrecdo de enzimas como as ureases, proteinases e fosfolipases, por
Cryptococcus spp. esta diretamente ligada a sobrevivéncia no ambiente e & patogénese (ESHER;
ZARAGOZA; ALSPAUGH, 2018; KARKOWSKA-KULETA; RAPALA-KOZIK; KOZIK,
2009). A urease é capaz de degradar a uréia em amonia e carbamato e assim fornecer fontes de
nitrogénio a levedura; além disso, essa enzima contribui para a invasdo cerebral por favorecer a
passagem fungica por barreiras epiteliais (OLSZEWSKI et al., 2004; SINGH et al., 2013a). As
fosfolipases sdo enzimas que hidrolisam as ligacbes ésteres de fosfolipidios da membrana
plasmética de células do hospedeiro, promovendo sua desestabilizacdo e causando lise celular;
essas enzimas também facilitam a adesdo da levedura ao tecido pulmonar pela degradacdo do
liquido surfactante (COX et al., 2001; GHANNOUM, 2000) Ja as proteases secretadas pelo
fungo ocasionam degradacdo de proteinas do hospedeiro, tais como o colageno, fibrinogénio,
elastina, imunoglobulinas e componentes do complemento, promovendo danos teciduais e
comprometimento do sistema de defesa (CAMPOS; BARONI, 2010; CHEN; BLANK;

CASADEVALL, 1996).

1.4. Tratamento
Apesar da distribuicdo global de Cryptococcus spp., 0 tratamento da criptococose ainda é
um desafio devido ao limitado arsenal terapéutico por problemas de seletividade, toxicidade,
espectro de atividade e perfis de resisténcia dos fungos aos antifungicos disponiveis (PERFECT,

2016).
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Atualmente, trés classes de agentes antifungicos sdo utilizados no tratamento das infec¢des
criptocécica: poliénicos, azdis e analogos de pirimidinas (5-flucitosina — 5-FC). Sendo que a
farmacoterapia atual da criptococose compreende na anfotericina B (AMB) e suas formulagdes
lipidicas, fluconazol (FCZ) e na combinacdo de AMB e 5-FC (COELHO; CASADEVALL, 2016;
WHO, 2019). Recomenda-se que o tratamento da meningite criptococica seja realizado em trés
fases distintas: inducédo, consolidagéo e manutencéo. A fase de indugdo tem por objetivo alcancar
uma répida atividade fungicida, para obter a esterilidade do liquido cefalorraquidiano (LCR),
sendo o regime primério indicado a AMB (0,7-1 mg/kg/dia) associado a 5-FC (100 mg/kg/dia)
durante 2 semanas. Durante as oito semanas da fase de consolidacdo, recomenda-se 0 uso de FCZ
(400 mg/dia); enquanto a manutencdo do tratamento, com o objetivo de evitar recidivas, €
realizada com FCZ (200 mg/dia) por 1 ano ou mais dependendo do paciente. Nos casos de
criptococose pulmonar leve a moderada € indicado uso de fluconazol (400 mg/dia) por 6 a 12
meses; e quando a infeccdo € severa o paciente recebe 0 mesmo tratamento da meningite
criptococica (MAZIARZ; PERFECT, 2016; PERFECT et al., 2010; SLOAN; PARRIS, 2014).

A AMB pertence a classe dos poliénicos e atua ligando-se ao ergosterol presente na
membrana celular flngica e produzindo poros, levando ao aumento da permeabilidade da
membrana aos cétions (K*, Ca** e Mg?"), o que promove um desbalanco eletrolitico e morte
celular (BOLARD; JOLY; YENI, 1993; MESA-ARANGO et al., 2014). Além desse classico
mecanismo de acao, estudos mostram que AMB induz o acimulo intracelular de espécies reativas
de oxigénio (ROS), que levam ao dano celular e a morte (BOLARD; JOLY; YENI, 1993;
MESA-ARANGO et al., 2014). Apesar deste farmaco ser considerado como terapia de escolha
para o tratamento da meningite criptococécica, o seu uso tem sido limitado devido ao seus efeitos

nefrotdxicos e hepatotoxicos (CAMPOY; ADRIO, 2017; NETT; ANDES, 2016).
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A 5-FC ¢é uma pirimidina fluorada que, por ser um analogo de pirimidina, é transportada
para dentro da célula pela citosina permease e convertida em fluorouracil pela citosina deaminase.
O fluorouracil prejudica a sintese de acidos nucléicos, impedindo a replicacdo celular e producédo
de proteinas (NETT; ANDES, 2016). Atualmente a 5-FC é recomendada somente em terapia
combinada pois diversos fatores limitam o uso da 5-FC em monoterapia, tais como: efeitos
toxicos no figado e na medula déssea, rpido desenvolvimento de resisténcia fungica, baixo tempo
de meia vida, alto custo e indisponibilidade em vaérias localidades, como na Africa e no Brasil
(AGUIAR etal., 2017; LOYSE et al., 2013; NETT; ANDES, 2016).

O FCZ é um antifungico fungistatico pertencente a classe dos triazdis que atua inibindo a
enzima Cl4-a-lanosterol demetilase (produto do gene ERG11), enzima essencial na via
biossintética do ergosterol da célula fungica. A deplecdo de ergosterol na membrana plasmatica
dos fungos e o acUimulo de intermediarios toxicos (do tipo 14a-metil-3,6-diol) alteram a
permeabilidade e fluidez da membrana e, consequentemente, inibem o crescimento fangico
(NETT; ANDES, 2016; ODDS; BROWN; GOW, 2003). Apesar de seu efeito hepatotdxico e das
interacdes medicamentosas (KHOZA; MOYO; NCUBE, 2017), os agentes azolicos, tais como
FCZ, ocasionam menos efeitos colaterais do que AMB e 5-FC (ZAVREL; WHITE, 2015), tem
adequada penetracdo no SNC e excelente biodisponibilidade e tolerabilidade (ALLEN et al.,

2015).

1.4.1. Resisténcia aos antifungicos
A resisténcia antifingica, processo no qual a concentracao terapéutica do farmaco utilizado
no tratamento ndo € mais capaz de inibir o crescimento fungico, estd se tornando uma
preocupacdo para os profissionais de saude nas ultimas decadas (WIEDERHOLD, 2017). Os

mecanismos de resisténcia mais comumente relatados estdo relacionados com a saida do farmaco
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do interior celular (efluxo), alteragBes fenotipicas nos sitios alvos dos farmacos, recombinagoes
gendbmicas fangicas e a formacdo de biofilmes (SRINIVASAN; LOPEZ-RIBOT,;
RAMASUBRAMANIAN, 2014).

Apesar da resisténcia de Cryptococcus spp. aos agentes antifungicos ainda ndo ser
considerada um problema caracteristico do género, estudos mostram que as taxas de resisténcia
de isolados clinicos ao FCZ tem crescido com o passar dos anos, podendo chegar a 50%
dependendo da regido do globo (BONGOMIN et al., 2018; SMITH; DIXON; MAY, 2015).

A resisténcia aos agentes azdllicos ocorre por diferentes mecanismos, que incluem
mutacdo e/ou superexpressao do gene ERG11, alteracdo da via biossintética do ergosterol e
superexpressdo de bombas de efluxo (ZAVREL; WHITE, 2015). Dentre esses mecanismos, a
superexpressdo de bombas de efluxo na membrana, que reduzem a concentracdo de FCZ
intracelular, é o mecanismo de resisténcia antifungica mais comum entre os fungos patogénicos
(CANNON et al., 2009; ZAVREL; WHITE, 2015). Em fungos, duas classes de bombas de efluxo
ja foram encontradas: ATP-binding cassette (ABC) e major facilitator superfamily (MFS); sendo
a primeira uma grande classe de bombas de efluxo de farmacos que usam a hidrélise de ATP para
translocar os compostos através das membranas celulares (DEL SORBO; SCHOONBEEK; DE
WAARD, 2000).

A superexpressdo de bombas de efluxo do tipo ABC foi observada em isolados resistentes
ao FCZ obtidos de diferentes surtos de criptococose por C. neoformans e C. gattii. Dentre estas,
as bomba de efluxo Mdrl (Multidrug resistance, MDR) e as proteinas Afrl e Afr2 , pertencentes
a subclasse de multirresisténcia (MDR) e a subclasse da familia de resisténcia a drogas
pleiotropicas (PDR), respectivamente; estdo ligadas a resisténcia de azo6is nas duas espécies

(BASSO et al., 2015; CHANG et al., 2018). Diferentes fatores, que incluem a exposi¢do aos
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antifungicos clinicos bem como a exposicdo as substancias antiflngicas usadas na agricultura,
podem selecionar populagdes fungicas tolerantes ou menos sensiveis aos antifingicos utilizados
na medicina humana e animal (BASTOS et al., 2017).

A resisténcia fangica aos poliénicos, embora menos frequente do que a relatada nos
azolicos, j& foi relatada na literatura e pode estar relacionada a variacdo da quantidade de
ergosterol e seus precursores presente na membrana de C. neoformans bem como a ocorréncia de
alteracbes na sintese de proteinas e enzimas capazes de degradar o antifungico. Enquanto a
resisténcia a 5-FC ocorre em 1 - 7% dos isolados de C. neoformans pela mutagéo nos genes que
codificam a citosina permease e/ou citosina deaminase (CUENCA-ESTRELLA et al., 2001;

GOVENDER et al., 2011; LOYSE et al., 2013).

1.4.2. Busca de Alternativas de Tratamento

A alta taxa de mortalidade associada a criptococose, os efeitos adversos dos agentes
antifingicos comumente utilizados e o0s recentes casos de resisténcia clinica a agentes
antifungicos como o FCZ tém incentivado a busca por alternativas e estratégias para o tratamento
eficaz dessa condicgdo clinica (SRINIVASAN; LOPEZ-RIBOT; RAMASUBRAMANIAN, 2014).

Entre as alternativas para o tratamento da criptococose existentes, pode-se listar 0s
compostos antifangicos: APX001 que inibe a proteina fungica Gwtl, enzima altamente
conservada que catalisa uma etapa inicial da biossintese da ancora de glicosilfosfatidilinositol
(GPI); AR-12, um derivado do celecoxib, reaproveitado para terapia antifungica, que inibe a
acetil-CoA sintase e T-2307, uma alilamina que inibe o potencial da membrana mitocondrial
fangica. Os novos compostos azoéis (tretrazdis), VT1129 e VT1598, mostraram excelente
atividade fungicida em modelos murinos de criptococose (MOURAD; PERFECT, 2018a). Além

desses, a sertralina e o tamoxifeno, ambos farmacos de reposicionamento, ja estdo em fase clinica
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11 (NCT 01802385 e NCT 03002012) e Il (NCT 03112031), respectivamente, para o tratamento
de meningite criptocdcica isoladamente e/ou em combinagdo com a terapia padréo.

Estudos realizados com compostos organicos de calcogénio (contendo telurio - Te, selénio -
Se ou enxofre - S) mostraram que além de propriedades imunomodulatérias, anti-inflamatorias,
antioxidantes e antiproliferativas em diversos tecidos, esses compostos possuem atividades
bioldgicas contra parasitas e microrganismos, incluindo Escherichia coli, Candida albicans,
Saccaromyces cerevisiae, sendo essa atividade dose dependente com concentragdes inibitorias
entre 750 uM — 2000 uM para os trés microrganismos (GRIFFIN et al., 2018; KALECHMAN et
al., 2004; REN et al., 2002; SREDNI-KENIGSBUCH et al., 2008). Dentre 0s possiveis
mecanismos de acdo desses compostos, a capacidade de oxidar seletivamente grupos tiol de
residuos de cisteina nas proteinas e enzimas de sinalizacdo celular dos microrganismos,
desencadeando processos que culminam em uma resposta antioxidante, ou no inicio da apoptose
e outras formas de morte celular; € um dos modos predominantes de acdo da maioria dos
compostos calcogenados (GRIFFIN et al., 2018; KARVEKAR; DAS; NARAJJI, 2007).

O interesse em compostos selenorganicos iniciou-se na década de 1920 e continuou nas
décadas seguintes, quando muitos compostos organosselénios foram sintetizados e tiveram sua
atividade antimicrobiana foi estudada. O ebselen (2-fenilbenzo[d][1,2]selenazol-3(2H)-ona),
sintetizado em 1924 por Lesser e Weiss, tem merecido destaque na literatura por sua baixa
toxicidade e propriedades farmacoldgicas e, que incluem atividades antioxidantes, anti-
inflamatdrias e antiateroscleroticas, sendo a atividade antioxidante a mais estudada (LESSER,;
WEISS, 1924; MUGESH; DU MONT; SIES, 2001; NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004).
Muitas das acOes citoprotetoras de ebselen decorrem de sua capacidade de imitar o mecanismo

acao de enzimas relacionadas a glutationa, como a glutationa peroxidase (GPx), que convertem as
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ROS em metabdlitos in6cuos (AZAD; TOMAR, 2014). O ebselen ja esteve em ensaios clinicos
em pacientes que sofreram acidentes vasculares cerebrais e agora estd sendo analisado para
disturbios bipolares, perda de audicdo, doenga de Meniere, diabete mellitus, osteoporose e cancer
(BAEK et al., 2016; KAUR; PRAKASH; MEDHI, 2013; KIL et al., 2017; NOGUCHI, 2016;
SINGH et al., 2013b; YAMAGUCHI et al., 1998).

Além das atividades mencionadas, o ebselen exibe atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram positivas e fungos como Saccharomyces cerevisiae (Clso: 2 - 5uM ou 0,55 — 1,37
pg/mL) (CHAN et al., 2007), Candida spp. (Clso : 128 pg/mL) (BILLACK et al., 2010;
WOJTOWICZ et al., 2004), C. neoformans (Clso : 4,5 uM ou 1,23 pg/mL) (SOTEROPOULOS
et al., 2000), Aspergillus spp. (Clso: 128 ug/mL) e Penicillium spp. (Clso: 128 — 256 pg/mL)
(WOJTOWICZ et al., 2004).

Apesar da atividade molecular do ebselen nos fungos ser menos clara, 0 mecanismo
proposto para sua atividade antiflngica esta relacionada a inibicdo da enzima H*- ATPase da
bomba de protons Pmalp presente na membrana celular fangica. A bomba de prétons Pmapl
possui baixa homologia em humanos e é fundamental para o crescimento fngico e manutencao
da estabilidade celular; assim, a inibicdo farmacoldgica da funcdo da ATPase provavelmente
resultard em atividade fungicida (AZAD; TOMAR, 2014; SOTEROPOULOS, 2000). Assim
como ja relatado para compostos organicos de calcogénio, estudos demonstraram que a inibicéo
da H*- ATPase pelo ebselen resulta da interacdo covalente com os grupos tiol dos residuos de
cisteina, que sdo criticos para a atividade normal desse transportador (PARNHAM; SIES, 2013;
SOTEROPOULOQS et al., 2000).

Na tentativa de propor novas estratégias para o controle da criptococose, visando contornar

as desvantagens dos agentes antifungicos comumente utilizados na clinica e considerando as
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atividades antimicrobianas dos compostos organicos de calcogénio; nesse projeto, avaliamos o
efeito antifingico de compostos sintéticos contendo Te, Se ou S sobre modelos experimentais in

vitro e in vivo de Cryptococcus spp.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar o potencial antifingico de compostos sintéticos contendo telrio, selénio ou

enxofre no controle de Cryptococcus spp. usando modelos in vitro e in vivo.

2.2. Objetivos especificos

1. Realizar triagem antifungica de 141 compostos sintéticos sobre Aspergillus fumigatus
ATCC 16913, Candida albicans SC5314, Cryptococcus neoformans H99 e Fusarium
solani ATCC 36031, triagem de toxicidade em hem@cias e selecionar um composto lider;

2. Avaliar as atividades inibitoria e fungicida do composto ALDF_078 sobre células
planctonicas de C. neoformans e C. gattii;

3. Avaliar a combinacdo de fluconazol com o composto ALDF_078 sobre Cryptococcus
Spp-;

4. Avaliar a atividade antibiofilme do composto ALDF_078 sobre C. neoformans;

5. Auvaliar os efeitos morfofisiol6gicos do composto ALDF_078 sobre células planctonicas
de Cryptococcus spp.;

6. Verificar a toxicidade e avaliar a atividade antifungica do composto ALDF 078 em

modelo de invertebrado Galleria mellonella.

O fluxograma de trabalho para o desenvolvimento deste projeto esta ilustrado na Figura 2.
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Figura 2 - Esquema de desenvolvimento do projeto de pesquisa intitulado “Anélise do efeito

antifungico de compostos sintéticos sobre Cryptococcus spp.”
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Antifungicos padrao
Fluconazol (FCZ, Sigma Aldrich) e tebuconazol (TBZ, Alterne) foram previamente
diluidos em agua destilada estéril para obtencdo de solucdo estoque de 2.560 e 1.000 ug/mL
respectivamente. Anfotericina B (AMB, Sigma Aldrich) foi mantida como solucdo estoque de

1.600 ug/mL em Dimetilsulféxido (DMSO, Vetec). Todas os farmacos foram mantidos a -20°C.

3.2. Compostos organicos de Telurio, Selénio e Enxofre
Os 141 compostos organicos de teldrio, selénio e enxofre utilizados nesse projeto foram
sintetizados pelos grupos de pesquisa do Prof. Dr. Alcindo Aparecido dos Santos do Instituto de
Quimica da Universidade de Sdo Paulo (Compostos ALDF 001 a ALDF_052) e do Prof. Dr.
Hélio Alexandre Stefani da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo
(Compostos ALDF_053 a ALDF_141). Solucdes estoque desses compostos foram preparadas na

concentracédo de 6.400 pg/mL utilizando DMSO, aliquotadas e armazenadas a -80°C.

3.3. Cepas e condicdes de crescimento

Para triagem antifungica dos compostos foram usados: Candida albicans SC 5314,
Cryptococcus neoformans ATCC 208821 (ou H99), Aspergillus fumigatus ATCC 16913 e
Fusarim solani ATCC 36031 (Tabela 1). Apos a selecdo do composto lider, C. neoformans H99 e
C. gattii R265 e outros isolados clinicos foram utilizados para os testes antifungicos. As
linhagens de C. neoformans H99 e C. gattii R265 nédo adaptadas (NA) e adaptadas (A) ao TBZ,
obtidas e descritas por Bastos et al., (2017), foram cedidas pelo Prof. Dr. Daniel de Assis dos
Santos (Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal de Minas Gerais, Minas
Gerais/MG, Brasil). Para a obtengéo das linhagens A, as cepas H99 e R265 passaram por um
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processo de adaptacdo ao TBZ, gerando linhagens com tolerancia cruzada aos triazois de uso
clinico (FCZ e ao itraconazol (ITZ)). Isolados clinicos, provenientes do liquido cefalorraquidiano,
de C. neoformans (n = 5) e C. gattii (n = 5), foram cedidos gentilmente pelo Prof. Dr. Arnaldo L.
Colombo do Laboratorio Especial de Micologia (LEMI, Universidade Federal de Séo Paulo, Sdo
Paulo/SP, Brasil) (Tabela 1). Todas as cepas fungicas foram estocadas em caldo BHI com 20%

glicerol em freezer a - 80°C.

Tabela 1. Origem das cepas de fungos e condic¢des de crescimento.

Condicdes de

Cepas Origem Estocagem durante Ensaios .
Crescimento
C. albicans SC5314 IAL ASD a 4°C ASD, 48 h a 35°C
A. fumigatus 0 . o
ATCC 16913 INCQS ABD a 28°C ABD, 7 dias a 35°C
F. solani AI?D’D’ 48ha .350C
ATCC 36031 INCQS ABD a?28°Ce seguido g%ro%dlas dea
C. neofoliln';\ans H99 ICB - UFMG ASD 4 4°C ASD. 72 h a 35°C
C.gattii ICB — UFMG o o
R265 NA ASD a 4°C ASD, 72 ha 35°C
C.neoformans H99 A ICB-UFMG  ASD+2 pg/mL TBZ a4°C ASD;ZZhP;gggo'ETBZ'
C. gattii ) o ASD + 7 pg/mL TBZ,
R265 A ICB - UFMG ASD + 7 pg/mL TBZ a 4°C 79 h 2 30°C
Isolados clinicos 2y N FESP ASD a 4°C ASD, 72 h a 35°C
C. neoformans (n=5)2
Isolados clinicos v 0r NIFESP ASD a 4°C ASD, 72 h a 35°C

C. gattii (n=5) P

2jsolados clinicos de C. neoformans: 541, 542, 543, 544A e 545A; ® Isolados clinicos C.
gattii: 525, 527, 551A, 616A e 652A; A: adaptada ao tebuconazol; NA: ndo adaptada ao
tebuconazol (selvagem); IAL: Instituto Adolf Lutz; INCQS: Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (Fiocruz, Brasil); ICB: Instituto de Ciéncias Biomédicas; UFMG:
Universidade Federal de Minas Gerais; LEMI: Laborat6rio Especial de Micologia; UNIFESP:
Universidade Federal de So Paulo; TBZ: tebuconazol; ASD : &gar Saboraud dextrose; ABD:
agar batata dextrose.
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3.4. Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CI) e Concentracéo Fungicida
Minima (CFM)

A concentragdo inibitoria minima de cada uma das moléculas e dos antifungicos padrao foi
determinada pela técnica de microdiluicao em caldo, descrita nos documentos M27-A3 para
leveduras e M38-A2 para filamentosos (CLSI, 2008a, 2008b). Os antifingicos foram diluidos
seriadamente (1:2) em meio RPMI 1640 tamponado com MOPS 0,16M em microplacas de 96
pocos e fundo chato; em seguida, 100 pL da suspensdo flngica foi adicionada aos pogos obtendo
uma concentracdo final de 0,5 a 2,5 x 10° UFC/mL e concentragdes finais dos farmacos e
compostos testados foram: AMB (0,031 a 16 pg/mL), FLC (0,125 a 64 pg/mL) e ALDF_001 a
ALDF_142 (0,25 a 128 pg/mL). As microplacas foram incubadas a 35°C por 72 h. A leitura foi
realizada visualmente e/ou espectrofotometricamente a 492 nm (Epoch 2, Biotek) para
determinar a menor concentracdo que inibe o crescimento fungico em 50% e 90% (Clso € Cloo,
respectivamente). Posteriormente, aliquotas de 10 uL de cada poco em que houve inibicdo de
crescimento fungico foram transferidas para ASD livre do composto, e incubadas a 35°C por 24-
72 h para determinar a CFM, definida como a menor concentracdo do composto capaz de causar
a morte das leveduras (reducdo da viabilidade celular em >99,9%). Os compostos sdo
considerados fungicidas se o valor de CFM for igual ou até 4X a Clsg; caso o CFM do composto
for maior que 4X a Clso, estabelecemos que o composto apresenta atividade fungistatica

(PFALLER et al., 2004; PFALLER; LIANG YU, 2001).

3.5. Avaliacdo da atividade hemolitica (AH)
Uma suspensao de hemacias de carneiro a 4% (v/v, em solucéo de glicose a 5% estéril) foi

submetida a diferentes concentracfes (16 a 128 pg/mL) dos compostos que apresentaram Clso <
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16 pg/mL por 2 h em banho Maria a 37°C. Também foram utilizados neste teste controles
negativo (sem tratamento) e positivo (0,1% de Triton X-100, Sigma Aldrich). Apds este periodo,
as amostras foram centrifugadas a 500 g por 10 min e o sobrenadante analisado em um
espectrofotdmetro a 540 nm (Epoch 2, Biotek). A atividade hemolitica (AH) foi calculada como
segue: AH (%) = 100 — [(CP — AT)/(CP-CN)] x 100; sendo CP : absorbancia do controle positivo,

AT : absorbancia da amostra teste e CN : absorbancia do controle negativo (LI et al., 2002).

3.6. Curva do tempo de morte
Células plancténicas de C. neoformans H99 NA e A padronizadas a 5 x 10* UFC/mL foram
expostas a diferentes concentracGes de ALDF 078 (0,5X Clspa 8X Clsg) em meio RPMI 1640
tamponado com MOPS 0,16 M e incubadas a 35°C. Ap0s os periodos de 1, 4, 8, 24 e 48 h de
incubacdo as amostras foram diluidas seriadamente de 1:10 e plaqueadas em ASD incubadas por

72 h a 35°C e as UFCs contadas para definir a curva do tempo de morte (KLEPSER et al., 1998).

3.7. Combinacao de antifangicos

A combinacdo do composto ALDF 078 com FCZ sobre células planctonicas de
Cryptococcus spp. foi realizada utilizando a técnica de Checkerboard. Células plancténicas de C.
neoformans H99 e C. gattii NA e A nas concentragdes finais de 1 x 10> UFC/mL foram expostas
a diferentes concentracdes de ALDF_078 (0,125X Clspa 8X Clso) combinadas com FCZ (0,125X
Clso a 8X Clsp) em meio RPMI 1640 tamponado com MOPS 0,16 M. As microplacas foram
entdo incubadas por 72 h a 35°C. O perfil de interacdo entre ALDF_078 e FCZ foi avaliado apés
o calculo da indice de Concentracao Inibitoria Fracional (CIF), definido como a soma das CIFs
de cada composto, as quais sdo obtidas pela divisdo da Clso do composto em combinacéo pela
Clso do composto sozinho. Se o valor de CIF obtido foi < 0,5 concluiu-se que 0s agentes possuem

sinergismo de ac¢do. Se o valor de CIF obtido foi > 0,5 e < 4 a combinacdo ¢ indiferente. Por
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ultimo, se o valor de CIF foi > 4, os compostos possuem acéo antagdnica (MUKHERJEE et al.,

2005).

3.8. Concentracao inibitoria minima sobre células do biofilme

As atividades antibiofilme do composto ALDF_078 e AMB foram avaliadas em células
sésseis e em dispersdo do biofilme maduro de C. neoformans H99 NA e A. As duas linhagens
foram previamente cultivadas como descrito anteriormente (Tabela 1) e apos a incubacgéo, 100 uL
de uma suspensdo padronizada a 1 x 10" UFC/mL em meio RPMI 1640 tamponado com MOPS
0,16 M foi adicionada nos pocos das microplacas de 96 pocos de fundo chato de poliestireno e
incubadas a 35°C sem agitacdo por 48 h para a formacdo do biofilme (MARTINEZ,
CASADEVALL, 2006)

Depois das formacdo do biofilme, o sobrenadante foi coletado para a avaliacdo da
susceptibilidade das células em dispersdo do biofilme ao ALDF 078 e AMB pelo método de
microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008a) como descrito previamente. Os valores de CID
(concentracéo inibitéria minima sobre as células em dispersdo do biofilme) foi definido como a
menor concentracdo que inibe 50% (CIDso) e 90% (CIDgo) do crescimento do fungo. Para avaliar
as células sésseis do biofilme, estas foram lavadas 2 vezes com PBS e tratadas com 100 pL de
ALDF _078 (0,25 a 128 pug/mL) e AMB (0,015 a 8 pug/mL) por 48 h a 35 °C, sem agitagdo. Em
seguida, os pocos foram lavados com PBS e a atividade metabdlica das células do biofilme foi
determinada pelo método de redugdo do XTT [2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium-5- car-boxanilide].

Para 0 ensaio do XTT, uma aliquota de 100 uL de uma solucéo de 0.1 mg/mL de XTT com
10 uM de menadiona em PBS foi adicionada aos pocos da microplaca, e esta foi incubada por 3 h

a 37°C e protegida da luz. Apoés este periodo, a microplaca foi centrifugada a 4000 rpm por 10
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min e 80 uL do sobrenadante foi transferido para outra microplaca para a leitura da absorbancia a
490 nm (LUIZ et al., 2015). Os valores de CIBs (concentracao inibitéria minima sobre as células
sésseis do biofilme) foram definidos como a menor concentracdo do composto que inibe 50%
(CIBso) € 90% (ClBgo) da atividade metabolica das células sésseis do biofilme quando comparado

com as células sem tratamento.

3.9. Microscopia otica

Leveduras plancténicas de Cryptococcus spp. (1 x 103 UFC/mL) foram tratadas ou no com
concentragfes sub-inibitorias (Clso/2) do composto ALDF_078 ou FCZ em meio RPMI 1640
tamponado com MOPS 0,16 M por 72 h a 35°C. Apoés o periodo de incubacdo as células foram
misturadas com tinta da China e visualizadas no microscopio 6tico e as imagens capturadas
(microscépio invertido digital, Evos fl). Em seguida, 50 células de cada grupo tratado e nao
tratado (controle) foram analisadas usando o programa ImageJ 1.49v (https://imagej,nih,gov/ij/).
A medida da espessura da capsula foi definida como a diferenca entre o diametro total da célula

(capsula incluida) e o diametro do corpo da célula (definido pela parede celular) e o volume

celular foi calculado utilizando a férmula V = 4/3nr3 (ISHIDA et al., 2009).

3.10. Microscopia eletrénica de transmissdo (MET)
Uma suspensao de células planctonicas de C. neoformans H99 NA foi ajustada para 1 x
10* UFC/mL em meio RPMI 1640 tamponado com MOPS 0,16 M. As leveduras foram tratadas
ou nao com a Clsp de ALDF_078 por 72 h a 35°C. Apos a incubagio, as células foram coletadas
por centrifugacao e lavadas trés vezes em PBS. Posteriormente, as leveduras foram fixadas com
2,5 % glutaraldeido em tampao cacodilato 0,1 M, pH 7,2 por 2 h a temperatura ambiente. A pos-

fixagdo foi realizada em 1 % de tetroxido de 6smio em tampao cacodilato 0,1 M contendo 1,25 %
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de ferrocianeto de potéssio e 5 mM CaClz por 2 h a temperatura ambiente. Em seguida, as
leveduras foram desidratadas em concentragdes crescentes de etanol (30-100 %), seguido por
100 % de o6xido de propileno e embebidas em resina Spurr. Secgdes ultrafinas foram coradas com
acetato de uranila 5 % e citrato de chumbo a 0,5 %, e observadas em microscopio eletronico de

transmissao (Tecnai FEI G20, FEI company).

3.11. Permeabilidade da membrana plasmatica
Suspensdes flngicas de C. neoformans H99 NA e A padronizadas a 1 x 10" UFC/mL
foram expostas as concentracdes de Clso, 2X Clso e 4X Clso de ALDF_078 ou AMB diluidas em
PBS e incubadas a 35°C. Leveduras ndo tratadas foram utilizadas como controle de integridade
da membrana celular. Apds os periodos de 1, 4, 8 e 24 h de incubacédo, as leveduras foram
coletadas por centrifugacdo por 8 min a 13.000 g e o sobrenadante analisado no
espectrofotdmetro (Nanodrop 2000, Thermo scientific) para quantificacdo de DNA (260 nm) e de

proteinas (280 nm) (DE AGUIAR CORDEIRO et al., 2014).

3.12. Avaliacdo do efeito de ALDF_078 sobre a permeabilidade de membrana com uso

de marcador fluorescente

Leveduras de C. neoformans H99 NA e A padronizadas a 1 x 10” CFU/mL em PBS foram
expostas ou ndo as concentragdes de 4X Clso e 8X Clsop de ALDF_078 ou AMB. Apds 24 h de
incubacdo a 35°C as leveduras foram coletadas por centrifugacdo e lavadas com PBS e a
suspensdo fungica ajustada para 1 x 10° UFC/mL. As leveduras foram ent&o fixadas com 2 % de
formaldeido em PBS durante 30 min, lavadas com PBS e, em seguida, marcadas com 100 pL de
iodeto de propidio (PI, Invitrogen) a 5 ug/mL durante 30 min no escuro e temperatura ambiente
para analise no citdmetro de fluxo. Para tal, 100.000 eventos foram analisados pelo citbmetro de

fluxo (BD Accuri C6) e os dados processados usando o software BD Accuri C6.
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3.13. Ensaio de viruléncia, toxicidade e atividade antifiingica sobre as larvas de Galleria

mellonella

As mariposas foram mantidas em uma camara incubadora a 30°C e alimentadas com
polen e cera de abelha. Todos os dias, durante a fase do acasalamento foi realizada a troca do
papel filtro, com o objetivo de recolher os ovos depositados e efetuar a limpeza do ambiente
retirando as mariposas mortas. Os papéis filtro com os ovos depositados foram transferidos para
outro recipiente contendo pélen e cera de abelha. Diariamente, foi realizado o acompanhamento
para inspecionar o crescimento das larvas até atingirem o peso e o tamanho ideal para os
experimentos (1,5 a 2,0 cm de comprimento e peso corporal de 110 mg a 116 mg).
Em todos os experimentos realizados, as larvas (n = 18) foram incubadas a 37°C e observacdes
diérias por até 7 dias foram realizadas para a contagem dos sobreviventes e avaliacdo do estado
de salde das larvas. Curvas de sobrevivéncia e morbidade foram plotadas apds o ensaio, sendo
que a curva de morbidade foi realizada seguindo o modelo de notas do indice de saude das larvas
como mostrado abaixo (Tabela 2) (LOH et al., 2013).

Para a avaliacdo da viruléncia das linhagens, as leveduras de C. neoformans H99 NA e A
foram cultivadas em caldo Sabouraud dextrose por 72 h a 37°C, lavadas em PBS e o indculo
ajustado para 1x108 UFC/mL em PBS. Posteriormente, 10uL do indculo foi injetado na hemocele
esquerda das larvas com o auxilio de seringas Hamilton (FRENKEL et al., 2016). Larvas que
receberam PBS foram incluidas nos ensaios como grupos controle.

A toxicidade do composto ALDF_078 foi avaliada em diferentes doses 46,5 mg/kg, 69,8
mg/kg e 93 mg/kg, ou seja, 10uL das respectivas concentragdes do composto 512 pg/mL, 768
png/mL ou 1024 pg/mL foram administradas na hemocele esquerda das larvas. As larvas que

receberam PBS foram incluidas no ensaio como grupo controle.
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Tabela 2. Nota do indice de saude de larvas de Galleria mellonella.

indice de Saude

Categoria Descricéo Nota
sem movimento 0
. movimento minimo ao estimulo 1
atividade . .
movimento quando estimulada 2
movimento sem estimulo 3
. sem casulo 0
formacao de .
casulo parcial 0.5
casulo
casulo total 1
larva preta 0
larva preta com pontos marrons 1
melanizacao >3 pontos em larva bege 2
<3 pontos em larva bege 3
sem melanizacéo 4
A morta 0
sobrevivéncia .
viva 2

Interpretacdo: larva saudavel (sem infec¢do), nota somatoria: 9 -10

A avaliacdo da eficacia do tratamento com ALDF 078 foi realizada apés 30 min da
infeccio com 10 pL de 1x10% UFC/mL de C. neoformans H99 NA. As larvas foram tratadas com
10 mg/kg de AMB, 20mg/kg ou 40 mg/kg de ALDF_078 (10 pL das solucdes a 110ug/mL, 220
pg/mL e 440 pg/mL, respectivamente) na hemocele direita para a avaliacdo da atividade
antifangica. Foram utilizados também um grupo inoculado somente com PBS e um grupo

infectado e ndo tratado para a avaliacdo antiflngica.

3.14. Anélise estatistica
As analises estatisticas para a medida da espessura da capsula foram realizadas pelo teste t
de student e a andlise dos resultados obtidos para os experimentos de permeabilidade de

membrana foi feita pela anélise de variancia bidirecional (ANOVA). Os dados obtidos pela
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citometria de fluxo foram avaliados pela anélise de variancia unidirecional (ANOVA) com teste
Dunnett como pos-teste. As curvas de sobrevivéncia e de morbidade de G. mellonella foram
analisadas pelos testes Log-rank (Mantel-Cox) e ANOVA bidirecional, respectivamente. Todos
0s testes foram realizados utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., La

Jolla, CA) e o nivel de confianga de 95% foi considerado significativo para todas as anélises.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora vérias classes de antifingicos estejam clinicamente disponiveis, pode-se afirmar
que diversos fatores, tais como restricbes na via de administracdo, alta toxicidade, estreito
espectro de atividade, desenvolvimento de resisténcia, baixa biodisponibilidade em tecidos alvo e
limitacdes geogréficas, tornam o repertdrio de agentes antifungicos limitado (PFALLER, 2012).
Por esse motivo, estudos que visam identificar novos compostos de origem natural ou sintética
que possuam atividade antifungica, sejam atdxicos, seletivos, possuam alta biodisponibilidade e
amplo espectro de acdo sdo de extrema importancia (FUENTEFRIA et al., 2018; PIANALTO;
ALSPAUGH, 2016).

A triagem dos compostos sintéticos contendo Te, Se e S foi realizada pelo ensaio de
microdiluicdo em caldo utilizando diferentes espécies fungicas (A. fumigatus, C. albicans, C.
neoformans e F. solani). Os valores de Clso obtidos sugerem que os fungos leveduriformes sao
mais susceptiveis aos compostos testados do que os filamentosos (Tabela 3). Para as leveduras,
dos 141 compostos testados, 52 foram capazes de inibir em 50 % o crescimento de C. albicans
SC5314 (36,9%, Clso: 0,25 — 128 pg/mL), enquanto 84 compostos foram capazes de inibir C.
neoformans H99 (59,6%, Clso: 0,25 — 128 pg/mL) (Figura 3). Para os fungos filamentosos,
apenas 24 dos 141 compostos testados foram capazes de inibir em 50 % o crescimento de A.
fumigatus ATCC 16913 (17%, Clso: 8 — 128 ng/mL); enquanto dos 52 compostos testados para F.
solani ATCC 36031, 19 foram capazes de inibir o crescimento fungico da espécie (36,5%, Clso: 4
— 128 ng/mL) (Figura 3). Quando avaliamos as CFM dos compostos que apresentaram Clso < 128
pug/mL sobre C. albicans SC5314 e C. neoformans H99, observamos que somente 12 dos 52
compostos apresentaram atividade fungicida sobre C. albicans SC5314 (23,1%) enquanto 27 dos

84 compostos testados apresentaram atividade fungicida sobre C. neoformans H99 (32,1%)
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(CFM: 8 — 128 pg/mL). Apo6s a analise dos resultados obtidos na triagem, decidimos seguir o
estudo desses compostos utilizando o género Cryptococcus como modelo experimental, pois foi o

mais susceptivel ao maior nimero de compostos (Tabela 3 e Figura 3).

Figura 3. Triagem de 141 compostos calcogénicos sobre Aspergillus fumigatus ATCC 16913,
Fusarium solani ATCC 36031, Candida albicans SC5314 e Cryptococcus neoformans H99.
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Concentracdo inibitéria minima de 50% (Clso) e Concentragdo Fungicida Minima (CFM) de 141
compostos sobre A. fumigatus ATCC 16913, F. solani ATCC 36031, C. albicans SC5314 e C.
neoformans H99. % de compostos com Clsp < 128 pg/mL (A) e % de compostos com CFM <
128 pg/mL (B).

Apesar de ndo existirem valores de pontos de cortes determinados pelos guias de
sensibilidade/resisténcia aos antifingicos padrdo usados contra Cryptococcus spp., alguns
trabalhos tém utilizado os valores de pontos de cortes sugeridos para Candida spp. (ESPINEL-
INGROFF et al., 2012; PFALLER et al., 2004, 1999); assim, isolados inibidos em CIM < 8
ug/mL sd@o considerados susceptiveis, CIM entre 16 e 32 pug/mL susceptiveis dose-dependente e

com CIM > 64 pg/mL sdo considerados resistentes ao FCZ (CLSI, 2008a). Entretanto, ainda ndo

49



esta claro se esses pardmetros podem ser utilizados para Cryptococcus spp. (SMITH et al., 2015).
Para melhor anélise dos resultados obtidos, dividimos os compostos em 3 grupos de acordo com
as faixas de Clso obtidas para C. neoformans H99; assim, classificamos as moléculas em alta
atividade inibitoria (Clso < 4 pg/mL), média atividade (Clso >4 e < 16 ug/mL) e baixa atividade
(Clso > 16 pg/mL). O grupo de compostos classificados como de baixa atividade possui 111
moléculas, seguido pelo grupo de média atividade com 19 moléculas e alta atividade com 21
moléculas (Tabela 3). Dessa forma, 40 moléculas (média* e alta™ atividade) foram selecionadas

para serem avaliadas quanto a citotoxicidade em hemécias.
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Tabela 3. Suscetibilidade de Cryptococcus neoformans H99, Candida albicans SC5314, Aspergillus fumigatus ATCC 16913 e
Fusarium solani ATCC 36031 aos compostos organicos sintéticos contendo telurio, selénio e enxofre. Concentracdo inibitoria minima

de 50% e de 90% (Clso e Clgo, respectivamente) e concentracdo fungicida minima (CFM) sdo expressa em pg/mL.

Cddigo Aspergillus Fusarium solani
Molécglas Cryptococcus neoformans H99 Candida albicans SC5314 fumigatus ATCC 36031
ATCC 16913

Clso Cloo CFM Clso Cloo CFM Clso Clso
ALDF_001 128 >128 >128 >128 >128 >128 128 >128
ALDF_002* 16 32 64 >128 >128 >128 >128 >128
ALFD_003 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF_004 128 >128 >128 >128 >128 >128 128 >128
ALDF_005 32 64 >128 >128 >128 >128 128 64
ALDF_006 32-64 >128 >128 >128 >128 >128 128 128
ALDF_007 32 64 64 32-128 128 >128 128 128
ALDF_008 32-64 128 >128 >128 >128 >128 128 128
ALDF_009 32 64 128 >128 >128 >128 >128 128
ALDF _010 64 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF 011 64 >128 >128 32 64 64 128 >128
ALDF_012* 8 16 16 128 >128 >128 128 128
ALDF 013 32-64 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF 014 64 128 >128 128 128 >128 >128 >128
ALDF_015* 8-16 16 - 32 >128 >128 >128 >128 128 128
ALDF _016 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF_017* 16 - 32 64 64 16 32 64 64 16
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Aspergillus

odi . . . F i lani
Mccz)(l):;gloas Cryptococcus neoformans H99 Candida albicans SC5314 fumigatus |u|\s|?;rclgusm4so(z)§; !
ATCC 16913
Clso Clgo CFM Clso Clgo CFM Clso Clso
ALDF_018 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF_019 128 >128 >128 128 >128 >128 >128 128
ALDF _020* 16 32 64 64 >128 64 32 32
ALDF 021* 8 16 >128 >128 >128 >128 64 64
ALDF_022 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF 023** 05-1 1-2 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF_024* 8 16 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF _025* 8 16 128 >128 >128 >128 >128 128
ALDF 026" 2-4 4 128 32-64 >128 >128 64 64
ALDF 027** 0,25 05-1 8 4-16 16 - 32 32 8-16 32
ALDF 028** 0,25-05 05-1 64 32-64 64 64 128 >128
ALDF 029** 4 64 128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF_030 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF 031** 1-2 2-8 64 >128 >128 >128 64 >128
ALDF 032** 025-1 05-2 64 32 32-64 128 32 128
ALDF 033** 05-2 1-4 16 128 >128 >128 >128 4
ALDF 034" 0,25 0,25 >128 > 128 > 128 >128 >128 >128
ALDF_035 32 32 >128 16 32 >128 64 - 128 >128
ALDF_036* 16 >128 128 16 32-128 >128 32 32
ALDF 037** 2 8 8 16 32 >128 >128 8
ALDF_038 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF_039 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF_040 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF_041 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF_042 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
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Aspergillus

Mccz)(l):;gloas Cryptococcus neoformans H99 Candida albicans SC5314 fumigatus F|u|\s|?;rclgusm4s()%|§; !
ATCC 16913

Clso Cloo CFM Clso Cloo CFM Clso Clso
ALDF_043 64 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF_044 64-128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF_045 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF_046 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF_047 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF_048 32 64 128 >128 >128 >128 64 128
ALDF_049 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF_050 32 64 128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF_051 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF_052 128 >128 >128 >128 >128 >128 128 >128
ALDF_053 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
ALDF_054 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_055 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_056 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_057 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_058 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_059 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_060 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_061 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_062 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_063 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_064 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_065 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_066 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_067 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
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Aspergillus

odi . . . F i lani
Mccz)(l):;gloas Cryptococcus neoformans H99 Candida albicans SC5314 fumigatus |u|\s|?;rclgusm4so(z)§; !
ATCC 16913

Clso Cloo CFM Clso Cloo CFM Clso Clso
ALDF_068 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_069 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF _070 128 128 >128 >128 128 >128 128 ND
ALDF 071 128 128 >128 >128 128 >128 128 ND
ALDF 072 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF 073 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_074 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_075 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_076 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_077 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF 078" 4 4-16 16 8-16 16 32 >128 ND
ALDF_079 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_080 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF 081** 4 4-8 16 64 >128 128 >128 ND
ALDF 082 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_083 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_084 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF _085* 16 - 32 64 128 64 >128 >128 >128 ND
ALDF_086 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_087 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_088 32-64 64 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_089 128 64 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_090* 4 - 64 128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_091 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF _092* 16 32 >128 >128 >128 >128 >128 ND
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Aspergillus

Cadigo Fusarium solani

, Cryptococcus neoformans H99 Candida albicans SC5314 fumigatus
Moléculas ATCC 16913 INCQS 40099
Clso Clao CFM Clso Clwo CFM Clso Clso
ALDF_093 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_094 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_095 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_096 64 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_097 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF 098" 2-4 8 >128 16 ND >128 128 ND
ALDF_099 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_100* 8 32 32 128 >128 >128 >128 ND
ALDF _101* 8 16 32 128 >128 >128 >128 ND
ALDF_102 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_103 64 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_104 64 >128 >128 128 >128 >128 >128 ND
ALDF_105 >128 >128 >128 128 >128 >128 >128 ND
ALDF 106" 05-2 05-4 >128 32 >128 >128 >128 ND
ALDF _107** 8-32 8-32 >128 64 >128 >128 >128 ND
ALDF_108 128 >128 >128 128 >128 >128 >128 ND
ALDF 109** 4-16 8-16 >128 4 >128 >128 >128 ND
ALDF_110 64 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_111 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF 112 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF 113 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_114 64 - 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_115 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF 116" 0,25-1 0,25-1 64 1 ND >128 >128 ND

ALDF_117* 8-64 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND




Aspergillus

Cadigo Cryptococcus neoformans H99 Candida albicans SC5314 ) Fusarium solani
Moléculas fumigatus INCQS 40099
ATCC 16913

Clso Clao CFM Clso Clwo CFM Clso Clso
ALDF 118" 2-4 2 -4 >128 8 ND >128 >128 ND
ALDF_119 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_120 64 >128 64 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_121 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_122 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF 123* 16 - 32 > 128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF 124* 16-32 16-32 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF 125 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_126 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_127 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_129 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_130 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF 131 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF 132* 16 - 32 64 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF 133* 16 - 64 128 64 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF 134 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_135 64 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF_136 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF 137** 05-2 4 >128 8 ND >128 >128 ND
ALDF_138 64 >128 128 >128 >128 >128 >128 ND
ALDF 139** 1 2 >128 4 -8 16 >128 >128 ND
ALDF 140" 2-4 4-8 >128 1-4 2-32 >128 >128 ND
ALDF_141 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ND

** alta atividade antifingica (Clso < 4 pg/mL), * média atividade antifingica (Clso > 4 € < 16 pg/mL).
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Em estudos que visam o desenvolvimento de alternativas aos tratamentos convencionais ¢é
de extrema importancia que 0s compostos ou extratos de interesse sejam considerados seguros e
ndo causem manifestacbes toxicas que possam por em risco a saude do usuario. Assim, a
avaliacdo do potencial citotdxico do composto teste, ou seja, a capacidade do mesmo em
provocar qualquer dano ou alteracdo fisiolégica em células selecionadas para o estudo, é
essencial. (MORENO et al., 2018; NUNES ALVES; OSWALDO CRUZ ORIENTADOR,;
PINTO CORRADO, 2003). Dentre as metodologias mais empregadas, destaca-se a avaliacdo da
citotoxicidade hemolitica, que avalia o grau de hemolise provocado por uma molécula quando
incubada com uma suspensao padronizada de hemacias (PAPE; HOPPE, 1990).

Os resultados de Clso, Clgo, CFM e atividade hemolitica (AHsp) para as moléculas
classificadas como média e alta atividade antifingica estdo representados na Tabela 4. A partir da
avaliacdo dos resultados da atividade hemolitica, observamos que o composto ALDF_036,
quando utilizado em sua maior concentragdo (128 pg/mL), causou 50% de hemolise, sendo esse
0 Unico composto sintético que apresentou atividade hemolitica nas concentracdes testadas
(Tabela 4). Enquanto a AMB, farmaco de primeira escolha no tratamento da neurocriptococose,
mostrou forte atividade hemolitica com 50% de lise a 17 pg/mL (ISHIDA et al., 2015;
MOURAD; PERFECT, 2018a); corroborando com um dos maiores inconvenientes da AMB: a
toxicidade relacionada a infusdo, resultado da atividade hemolitica e producdo de citocinas pro-
inflamatorias (GALLIS; DREW; PICKARD, 1990; LANIADO-LABORIN; CABRALES-
VARGAS, 2009). Os resultados obtidos nos testes de hemdlise com os compostos indicam baixo
potencial de citotoxicidade in vitro, o que torna a investigacdo da atividade antifungica in vitro e
in vivo ainda mais relevante. Vale ressaltar a importancia de se testar a citotoxicidade em outras

linhagens celulares, como fibroblastos, macréfagos, células epiteliais, renais e hepaticos.
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Tabela 4. Compostos calcogenados sintéticos classificados em alta (Clsgp < 4 pg/mL) e média
(Clsp > 4 ¢ < 16 pg/mL) atividade antifingica sobre Cryptococcus neoformans H99.
Concentracdo inibitdria minima de 50% e de 90% (Clso e Cloo, respectivamente), concentragéo
fungicida minima (CFM) e concentracdo dos compostos que causam 50% de atividade

hemolitica para eritrocitos (AHso) sdo expressos em pg/mL.

Cddigo
Molécul Clso Cloo CFM AHso
oleculas
ALDF_002 16 32 64 >128
ALDF_012 8 16 16 >128
ALDF 015 8-16 16 - 32 >128 >128
ALDF 017 16 - 32 64 64 >128
ALDF_020 16 32 64 >128
ALDF_021 8 16 >128 >128
ALDF_023** 05-1 1-2 >128 >128
ALDF 024 8 16 >128 >128
ALDF_025 8 16 128 >128
ALDF_026** 2-4 4 128 >128
ALDF 027+ 0,25 05-1 8 >128
ALDF 028** 0,25-0,5 05-1 64 >128
ALDF_029** 4 64 128 >128
ALDF_031** 1-2 2-8 64 >128
ALDF _032** 0,25-1 05-2 64 >128
ALDF 033** 05-2 1-4 16 >128
ALDF _034** 0,25 0,25 >128 >128
ALDF_036 16 >128 128 128
ALDF_037** 2 8 8 >128
ALDF 078** 4 4-16 16 >128
ALDF 081** 4 4-8 16 >128
ALDF_085 16 - 32 64 128 >128
ALDF_090 4 - 64 128 >128 >128
ALDF 092 16 32 >128 >128
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ALDF_098** 2-4 8 >128 >128

ALDF_100 8 32 32 >128
ALDF 101 8 16 32 >128
ALDF_106** 05-2 0,5-4 >128 >128
ALDF_107 8-32 8-32 >128 >128
ALDF_109 4-16 8-16 >128 >128
ALDF_116** 025-1  025-1 64 >128
ALDF_117 8- 64 >128 >128 >128
ALDF_118** 2-4 2 -4 >128 >128
ALDF 123 16 - 32 > 128 >128 >128
ALDF_124 16 - 32 16 - 32 >128 >128
ALDF 132 16 - 32 64 >128 >128
ALDF 133 16 - 64 128 64 >128
ALDF_137+ 05-2 4 >128 >128
ALDF_139** 1 2 >128 >128
ALDF 140" 2-4 4-8 >128 >128
FCZ 1 2 8 >128
AMB 0,03 0,03 0,03 17*

** alta atividade antifungica (Clso < 4 pg/mL); * Dado obtido por Ishida e
colaboradores (2015) (ISHIDA et al., 2015). Dados representam resultados realizados

em dois momentos distintos.

A partir dos dados da triagem antifungica (Cl e CFM) decidimos trabalhar com uma série de
compostos contendo o nucleo de quinolina (Figura 4). Compostos que possuem esse ndcleo em
sua estrutura quimica apresentam atividades biologicas diversificadas, como atividade
antiparasitaria, antibacteriana, antitumoral (CHEN et al., 2014; SANGANI et al., 2014), anti-
inflamatéria (CHEN et al., 2006), antiviral (MUSIOL, 2013) e atividade antifingica
(KATHIRAVAN et al., 2012; MUSIOL et al., 2010). A atividade antifingica de derivados de
quinolinas contra C. albicans (CIM : 0,1 a 50 uM), Rhodotorulla bogoriensis (CIM : 0,12 a 0,5
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ug/mL), Aspergilus flavus (CIM : 0,5 a 8 ug/mL), e C. neoformans (CIM : 0,05 a 6,25 uM), ja
foi descrita e tem sido estudada para outras espécies fungicas (SHIRI et al.,, 2016;
VANDEKERCKHOVE et al., 2013; ZUO et al., 2016).

Para escolher o composto lider dentre dos derivados de quinolina (Figura 4), buscamos o
composto que apresentava menores valores de Clsp e CFM sobre C. neoformans H99 e assim,
selecionamos o composto ALDF_078. A comparacdo desse composto, com 0 seu analogo
estrutural ALDF_102 demonstra que, apesar da atividade anti-Cryptococcus ja descrita para
derivados de quinolinas (ZUO et al., 2016), a atividade do composto ALDF_078 provavelmente
se da pela presenca do atomo de Se encontrado entre o anel quinolina e o anel benzeno (Figura 4).

Além da presenca do Se parecer ser importante para a atividade antifingica, a cadeia lateral
também parece ter importancia, uma vez que a comparagdo entre os analogos estruturais mostrou
que aqueles que apresentaram menores valores de Clso e atividade fungicida foram aqueles que
possuem um grupo halogénio (Fluor, Cloro, Bromo ou lodo) em sua cadeia lateral (compostos
ALDF_100, ALDF_081, ALDF 078, ALDF_102, Figura 4). Dentre esses, 0 composto contendo

o Br (ALDF_078) foi o mais efetivo na inibicdo dos crescimento de C. neoformans H99.
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Figura 4. Série de compostos derivados de quinolinas
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O composto escolhido ALDF_078 foi testado em linhagens de C. neoformans H99 e C.
gattii R265 ndo adaptadas e adaptadas ao tebuconazol (TBZ) com tolerancia cruzada aos triazéis
de uso clinico. Bastos e colaboradores (2017) demonstraram que a adaptacdo das leveduras ao
TBZ diminui a sensibilidade destas a outros agentes azdlicos, tais como FCZ e ITZ; sendo que
essa reducdo da sensibilidade a esses agentes foi associada ao aumento da expressdo do gene
ERG11 em ambas as espécies e dos genes de bomba de efluxo ABC (AFR1 e MDR1) em C.
neoformans H99 (BASTOS et al., 2017).

Os resultados do teste de susceptibilidade de C. neoformans H99 e C. gattii R265
(linhagens NA e A) (Tabela 5) confirmam os resultados descritos por Bastos et al. (2017), que
mostram que as linhagens adaptadas sdo mais tolerantes ao FCZ, com aumento de pelo menos

duas diluicdes da Clsp em relacdo as colonias ndo adaptadas (BASTOS et al., 2017). Além da
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diferenca na concentracao inibitoria, a adaptacdo de H99 também alterou a CFM de FCZ: a CFM
de FCZ sobre H99 NA foi 8 ug/mL, enquanto para a linhagem A, a CFM foi de 64 pg/mL.
Ambas linhagens NA e A de H99 e R265 sdo susceptiveis a AMB, que foi capaz de inibir
90% do crescimento com concentracfes entre 0,015 e 0,06 ug/mL; a CFM de AMB para C.
neoformans H99 NA e A ¢ 0,06 ug/mL e para C. gattii R265 NA e A sdo 0,5 pg/mL e 0,25
ug/mL, respectivamente. O composto lider ALDF_078 inibiu as linhagens H99 NA e A a 4
ug/mL enquanto para linhagens R265 NA e A inibiu a 2 ug/mL; e a CFM para as duas espécies
foi 16 pg/mL (Tabela 4). Tanto para os testes com AMB quanto para os testes com 0 composto

lider, ndo houve diferenca de valores de Cl entre as linhagens adaptadas e ndo adaptadas.

Tabela 5. Suscetibilidade de leveduras de Cryptococcus neoformans H99 e Cryptococcus gattii
R265 ndo-adaptadas (NA) e adaptadas (A) ao composto lider ALDF_078, fluconazol (FCZ) e
anfotericina B (AMB). Menores concentracdes que inibem 50% e 90% do crescimento fungico

(Clso e Clgo) e Concentragdo Fungicida Minima (CFM) sdo expressos em pg/mL.

AMB FCZz ALDF 078
Clso Cloo CFM Clso Clao CFM Clso Clao CFM
H99 NA 0,015 0,015 0,06 1 2 8 4 8 16
H99 A 0,015 0,03 0,06 4 8 64 4 8 16
R265 NA 0,03 0,06 0,5 4 16 32 2 8 16
R265 A 0,03 0,06 0,25 16 64 64 2 8 16

Dados representam resultados realizados em trés momentos distintos.

Além da avaliacdo da susceptibilidade de C. neoformans H99 e C. gattii R265 (linhagens
NA e A) ao composto ALDF_078, fizemos a avaliagéo da suscetibilidade de isolados clinicos de
ambas as espécies, e comparamos aos antifungicos padrdéo AMB e FCZ. Observamos que AMB
foi capaz de inibir 90% do crescimento dos isolados clinicos de C. neoformans e C. gattii em

concentragdes de 0,03 a 0,25 ug/mL e 0,06 a 0.5 ug/mL, respectivamente (Tabela 6).
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Corroborando com sua atividade fungicida descrita na literatura, os valores de CFM de AMB
para ambas as espécies variou entre 0,03 e 1 ug/mL (DE CASTRO SPADARI et al., 2018;
TEODORO et al., 2013). O azolico FCZ foi capaz de inibir 50% do crescimento fungico dos
isolados de C. neoformans com concentragdes entre 0,25 ¢ 4 ug/mL, enquanto inibiu os isolados
de C. gattii com concentracfes entre 1 e 4 ug/mL e apresentou atividade fungistatica para
maioria dos isolados de Cryptococcus spp. (Tabela 6). ALDF 078 apresentou atividade
antifangica sobre isolados clinicos de ambas as espécies: variando de 1 a 4 ug/mL e de 2 a 8
ug/mL sobre C. neoformans e C. gattii, respectivamente. A atividade fungicida foi observada
apos o tratamento das leveduras com 4 a 16 ug/mL de ALDF_078, comprovando a capacidade

fungicida desta molécula.

Tabela 6. Suscetibilidade de isolados de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii a
anfotericina B (AMB), fluconazol (FCZ) e ao composto lider ALDF_078. Menores
concentragcdes que inibem 50% e 90% do crescimento fungico (Clso e Clgog) € Concentracao

Fungicida Minima (CFM) sdo expressos em pg/mL.

N | AMB FCZ ALDF 078
Especie  lsolados o, " Clw CFM Cls Clee CFM Clo  Clw  CFM
H99 0015 0015 006 1 2 8 4 8 16

541 003 003 003 025 025 025 1 2 8

C. 542 003 003 0125 4 8 64 1 2 4
neoformans 543 0,125 0,25 1 0,25 0,25 2 1 4 4
544 025 025 025 1 2 4 4 4 8

545 0125 025 05 1 2 8 4 8 8

R265 003 006 05 4 16 32 2 8 16

525 025 025 025 4 8 128 4 4 16

. gati 527 025 025 05 2 8 128 2 4 16
551A 025 05 1 1 2 16 2 2 8

616A 0125 025 1 2 4 8 2 4 8

652 025 025 1 2 4 64 8 8 16

Dados representam resultados realizados em trés momentos distintos.
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Como o interesse em terapias antifingicas continua a crescer, ha uma necessidade de
aprimorar o entendimento das propriedades fungicidas e das caracteristicas farmacodinamicas
desses agentes. Os ensaios de curva de tempo de morte permitem o estudo da farmacodinamica
dos antifungicos, examinando as diferentes concentracdes de um determinado antifungico que
matam as células fungicas. O interesse da determinacdo do tempo de morte esta relacionado a
implicacbes no tratamento, uma vez que, poderia aumentar a eficacia com o ajuste da dose
terapéutica (KLEPSER et al., 1998).

A analise da viabilidade fungica de C. neoformans H99 NA realizada pelos dados de
contagem de UFC/mL obtidos do ensaio de curva de tempo de morte (Figura 5A) mostrou que 0s
tratamentos com ALDF_078 na concentracdo de 4X e 8X Clso (valores de Clso provenientes da
Tabela 5) induziram a morte celular a niveis nao detectaveis de C. neoformans H99 NA apds 24,
e 4 h de tratamento, respectivamente. A concentracdo de 2X Clso reduziu em ~16% a viabilidade
celular de H99 NA apds 24 h de exposicdo, enquanto concentragdes mais baixas do composto
(Clsp e 0,5X Clso) inibiram parcialmente o crescimento das leveduras mesmo apds 48 h de
tratamento (Figura 5A). As concentracdes de 4X e 8X Clso de ALDF_078 causaram a morte na
linhagem A de C. neoformans H99 a niveis ndo detectaveis de UFC/mL apds os periodos de 24 e
1 h de incubacdo, respectivamente (Figura 5B). A concentracdo de 2X Clsgdiminuiu em ~21% a
viabilidade dessas levedura ap6s 24 h de tratamento e concentracbes mais baixas do composto
(0,5X Clsp e Clso) ndo diminuiram a viabilidade das leveduras mesmo apds 48 h de tratamento
(Figura 5B). Os resultados obtidos corroboram com os dados encontrados nos testes de
susceptibilidade para as linhagens NA e A (Tabela 5), que mostram que 0 composto apresenta
atividade fungicida em concentra¢des acima de 16 pg/mL, ou seja, 4X Clso. Compostos que

possuem atividade fungicida agem com efeito letal e irreversivel sobre os fungos sensiveis, sendo

65



esse 0 modo de acdo desejavel para os agentes antimicrobianos, principalmente no tratamento de
individuos imunocomprometidos (FERNANDES et al., 2012). A rapida atividade fungicida (1 a
24 h) observada no tratamento de C. neoformans H99 NA e A com as doses de 4X e 8X Clsg de
ALDF_078 (Figura 5A — B) demonstra o potencial uso desse composto durante a fase de inducgéo
do tratamento da meningite criptocococica, que atualmente é realizada com a combinacao entre
AMB (0,7-1 mg/kg/dia) e 5-FC (100 mg/kg/dia) (MAZIARZ; PERFECT, 2016; MOURAD:;

PERFECT, 2018b; SLOAN; PARRIS, 2014).

Figura 5. Curva do tempo de morte de leveduras de Cryptococcus neoformans H99 néo
adaptadas (NA) e adaptadas (A) ao tebuconazol.
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Leveduras de C. neoformans H99 NA (A) e C. neoformans H99 A (B) tratadas com diferentes
concentracfes de ALDF_078. O limite de deteccdo da técnica é de 1,5 log (linha tracejada). A
concentracdo inibitéria minima de 50% (Clso) utilizada para as duas linhagens é de 4 pug/mL.

Experimento realizado em duplicata e em dois momentos distintos.

O uso de combinagdes de agentes antimicrobianos é uma pratica comum durante a terapia
clinica. Os beneficios potenciais da quimioterapia antimicrobiana combinada em relacdo a

monoterapia incluem a diminui¢do do desenvolvimento de resisténcia, atividade antimicrobiana

66



sinérgica e um ampliado espectro de acdo (MOUTON, 2007; PILLAI; MOELLERING;
ELIOPOULOQS, 2005). Os valores de Clso encontrados para o composto lider e FCZ sozinhos, e
em combinacdo, mostraram que a interacdo entre ALDF_078 e FCZ é indiferente, ou seja, ndo ha
uma diferenca entre os valores de Clsp de ALDF _078 e FCZ sozinhos e quando estdo em
combinacdo (Tabela 7). O método Checkerboard, embora comumente usado para determinar
interacdes de antimicrobianos in vitro, possui varias limitacbes, como confianca em um unico
ponto no tempo, suposicdo de uma dose-resposta linear para todos os antimicrobianos, leitura do
tipo tudo ou nada e dependéncia de dilui¢bes seriadas (HSIEH et al., 1993; ROY-LEON et al.,
2005).

A formacdo de biofilme constitui um problema consideravel na pratica clinica pois essa
complexa comunidade de microrganismos protegidos por uma matriz exopolimérica €
caracterizada por alteracdes celulares fenotipicas que sdo traduzidas em alto nivel de resisténcia
aos mecanismos imunes do hospedeiro e a terapia antifungica (MARTINEZ; CASADEVALL,
2015). Assim, um composto que consiga interferir na formacao do biofilme ou mesmo romper o
biofilme maduro e/ou inibir as células em dispersdo passa ser um candidato interessante para o
desenvolvimento de antifdngicos. Assim, neste trabalho avaliamos se o composto lider
ALDF_078 apresenta potencial antibiofilme. ALDF_078 ndo causou reducdo da atividade
metabdlica das células sésseis de biofilmes maduros de C. neoformans H99, linhagens NA e A,
nem na maior concentracdo utilizada (128 pg/mL). No entanto, a inibicdo de 90% da atividade
metabdlica de leveduras de C. neoformans H99 NA e A foram obtidas com 0,25 pg/mL e 0,5
ug/mL de AMB, respectivamente (Tabela 8). Esses resultados correlacionam-se com o0s

apresentados em outros trabalhos que demonstram apesar das leveduras de biofilmes maduros
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serem susceptiveis a AMB, o fendtipo do biofilme confere menor susceptibilidade a terapia
antifangica convencional (MARTINEZ; CASADEVALL, 2006).

As células de dispersdo dos biofilmes maduros sdo celulas que se desprendem do biofilme
maduro e sdo responsaveis por colonizar outros sitios no hospedeiro, causando a expansdo da
infeccdo e podendo dar inicio as infeccdes disseminadas. Essas células sdo mais virulentas do
que células planctonicas, apresentam maior capacidade de aderéncia e geralmente possuem maior
resisténcia a agentes antifangicos (SARDI et al., 2014; UPPULURI et al., 2010). Sendo assim, a
inibicdo das células em dispersdo é de extrema importancia durante o tratamento de infecgdes
relacionadas ao biofilme pois pode controlar a dissemina¢do da infeccdo (VILA; ROZENTAL,
2016).

As células em dispersdo dos biofilmes maduros de C. neoformans H99 NA e A foram tao
suscetiveis a AMB quanto as células planctonicas (Tabelas 5 e 8). Vila e colaboradores (2016)
relataram dados semelhantes, onde as células em dispersdo de Candida spp. foram suscetiveis a
AMB em concentracdes similares as obtidas para células plancténicas (VILA et al., 2016). Assim
como foi visto para AMB, a CIDsg do composto lider sobre C. neoformans H99 NA foi
semelhante ao Clso (8 e 4 pg/mL, respectivamente); no entanto, a concentragdo de ALDF_078
que inibiu 50% das células em dispersdo da linhagem adaptada foi ligeiramente menor do que a
concentragdo necesséria para a mesma inibicdo das células planctonicas (1 e 4 pg/mL,
respectivamente). A diferente expressdo de fatores de viruléncia das células em dispersdo de
biofilmes quando comparadas com células planctdnicas tornam os resultados obtidos aqui ainda
mais importante, pois estes mostram que o composto ALDF_078 pode ser capaz de prevenir a

disseminacédo de células em dispersédo e assim conter a infeccao.
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Tabela 7. Valores da concentracéo inibitoria fracionaria (CIF) para leveduras de Cryptococcus
neoformans H99 e Cryptococcus gattii R265 ndo-adaptadas (NA) e adaptadas (A) obtidos da
interac&o entre fluconazol (FCZ) e o composto ALDF_078.

Faixa de CIM (mediana) (ng/mL)

Cepas Individual Em combinacéo Interagao
ALDF 078 FCZ ALDF_078 FCZ CIF Tipo
H99 NA 4 1 05-2 0,12-0,5 1,25-2 Indiferente
H99 A 4 4 0,12- 4 0,25-4 0,62-2,12 Indiferente
R265 NA 2 4 0,12 -2 0,12 -4 1,03-2 Indiferente
R265 A 2 16 012-1 4-16 1,12-2 Indiferente

Dados representam resultados realizados em trés momentos distintos.

Tabela 8. Atividade antifingica de Anfotericina B (AMB) e do composto lider ALDF_078 sobre
células sésseis e células em dispersdo de biofilmes maduros de linhagens de Cryptococcus
neoformans H99 ndo-adaptadas (NA) e adaptadas (A). Concentragdes minimas dos compostos
capazes de inibir em 50% (CIB,;) e 90% (CIB,,) a atividade metabolica das células sésseis € as
concentragdes inibitérias 50% (ClDso) e 90% (CIDso) do crescimento das células em dispersao

sdo expressas em ug/mL.

AMB ALDF 078
Células sésseis CIBso CIBgo ClBso ClIBgo
C. neoformans H99 NA 0,06 0,25 >128 >128
C. neoformans H99 A 0,25 0,5 >128 >128
Células em dispersdo ClIDso ClIDgo CIDso ClIDgo
C. neoformans H99 NA 0,015 0,015 8 >128
C. neoformans H99 A 0,015 0,015 1 >128

Dados representam resultados realizados em trés momentos distintos.
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Dentre os fatores de viruléncia de Cryptococcus spp. a capsula mucopolissacaridica é
considerada o de maior importancia, uma vez que além de proteger o fungo da dessecagédo
ambiental e/ou predadores naturais, tais como nematoides ou amebas, é importante durante a
infeccdo (ZARAGOZA et al., 2009). A capsula confere a levedura resisténcia a fagocitose,
inibicdo da proliferacdo de linfocitos T, inibicdo na producéo de citocinas e opsonizacédo, além de
ser importante na protecdo da célula contra ROS dentro do lisossomo e auxiliar na proliferacdo
celular dentro do macréfago (O’MEARA; ALSPAUGH, 2012; ZARAGOZA et al., 2009). A
espessura da cédpsula depende de fatores associados ao microambiente da célula, sendo que
capsulas com maior espessura contribuem mais para a sobrevivéncia de Cryptococcus spp. no
hospedeiro; e por mais que ndo seja claro como inducdo da capsula ocorre exatamente, sabe-se
que a ativacdo da via CAMP/PKA, dependente da ativacdo de enzimas como a adenilato ciclase
por ions bivalentes como o Mg?*, é importante para aumentar a biossintese capsular (KUMAR et
al., 2011). Sendo um fator de viruléncia tdo importante, presume-se que a diminuicdo da
espessura da capsula seria responsavel por reducdo da viruléncia das leveduras desse género.
Santos et al., (2014) observaram que a perda do didametro ou pouca producao de capsula ocorrem
em isolados de C. gattii resistentes ao FCZ, isolados esses que apresentaram baixa viruléncia em
experimentos in vitro e in vivo (SANTOS et al., 2014). Além disso, outros antifungicos como
AMB e ITZ (GUERRA et al., 2012a); e produtos naturais (ISHIDA et al., 2009), também levam
a diminuicdo da espessura da capsula.

A anilise morfométrica da espessura capsular (um) e volume celular (um?®) de células das
culturas de C. neoformans H99 e C. gattii R265 (linhagens NA e A) esta demonstrada na Figura
6. Quando comparamos as linhagens NA e A das duas espécies, podemos notar que em geral, as

adaptadas apresentam maior espessura capsular e volume celular para todos os tratamentos,
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corroborando com o que foi visto por Bastos e colaboradores (2017) (BASTOS et al., 2017). O
tratamento de H99 NA com ALDF 078 ou FCZ ndo causou diminuicdo significativa na
espessura da capsula e no volume celular quando comparados com o controle ndo tratado;
enquanto o tratamento de H99 A com ALDF_078 causou diminuicdo significativa na espessura
da capsula mucopolissacaridica e do volume celular das leveduras de C. neoformans H99 A
(p<0,001), o que pode indicar que o tratamento com esse composto possa reduzir a viruléncia das
leveduras (SANTOS et al., 2014); a diminuicao significativa do volume celular de leveduras da
linhagem H99A ocorreu apds o tratamento com ALDF_078 (p<0,001).

Assim como observado para H99 NA, o tratamento de C. gattii R265 NA com o composto
lider ndo causou reducéo significativa na espessura da capsula e volume celular, enquanto que o
tratamento com FCZ causou aumento de ambos os parametros. O tamanho da capsula e o volume
das células da linhagem adaptada de C. gattii R265 diminuiram com o tratamento com
ALDF 078 ou FCZ. Os resultados da analise morfométrica indicam que a exposicdo de
leveduras de Cryptococcus spp. a0 ALDF 078 reduz a espessura da capsula de ambas as espécies,
podendo impactar na viruléncia para esse género fungico (GUERRA et al., 2012b; SANTOS et

al., 2014).
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Figura 6. Espessura da capsula (um) e volume celular (um®) de leveduras de Cryptococcus

neoformans H99 e Cryptococcus gattii R265 ndo adaptadas (NA) e adaptadas (A) ao tebuconazol.
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Leveduras de C. neoformans H99 NA e A (A e B) e C. gattiii NA e A (C e D) foram tratadas
com concentragdes sub-inibitdrias (Clso/2) do composto lider ALDF_078 ou do fluconazol (FCZ).
Espessura da capsula (um) (A e C) e volume celular (um®) (B e D) apds o tratamento foram
comparados com grupo nao tratado (Controle) (a: p<0,05; b: p <0,01; c: p<0,001). Além disso, a
comparacado entre as linhagens ndo adaptadas (NA) e adaptadas (A) também foi feita (* p<0,05;
** p <0,01; *** p<0,001) (teste t de Student). n = 50 células.

Tanto as leveduras de C. neoformans H99 NA ndo tratadas, quanto aquelas tratadas com o
Clso de ALDF_078 apresentaram ultraestrutura celular preservada com forma arredondada,
parede celular eletrondensa e compactada, nucleo, nucléolo e mitocondrias (Figura 7). Por outro
lado, é possivel que a capsula mucopolissacaridica tenha sido extraida durante o processamento

do material para a MET (Figura 7). O fato de ndo termos observado diferencas entre as leveduras
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ndo tratadas e tratadas da linhagem A, corrobora com os resultados de comparacdo de volume
celular e espessura capsular apresentados na Figura 6 e poderia ser explicado pela baixa dosagem

utilizada (Clso).

Figura 7. Imagens de microscopia eletronica de transmissio (MET) de leveduras de

Cryptococcus neoformans H99 ndo adaptadas (NA) ao tebuconazol.

g=y

Leveduras de C. neoformans H99 (1x10* UFC/mL) néo tratadas (A) ou tratadas com a Clso de
ALDF_078 (B) por 72 h a 35°C. Aumento de 6500X. m: mitocdndrias, n: nucléolo, N: nucleo,

pc: parede celular.

As curvas de permeabilidade de membrana as proteinas citoplasmaticas (Figura 8) e ao
DNA (Figura 9) mostraram que ALDF_078 aumenta a permeabilidade da membrana
citoplasmatica das células fungicas NA de C. neoformans H99 (Figuras 8C e 9C); porém néo
interferiu na permeabilidade de membrana nas células A de C. neoformans H99 (Figuras 8D e
9D). E possivel sugerir que a molécula tem acdo direta ou indiretamente sobre a membrana
plasmatica dessas leveduras, uma vez que no periodo de incubacgdo de 24 h, nas concentracdo de
4X e 2X Clso ocorre extravasamento de proteinas para o sobrenadante (Figura 8C); e na

concentracdo de 4X Clso também ocorre extravasamento de DNA (Figura 9C). Comportamento
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similar ocorre quando as células de ambas as linhagens séo tratadas com 4X e 2X Clsop de AMB
(Figuras 8A - B e 9A - B).

Esse comportamento foi confirmado por citometria de fluxo usando o fluorocromo PI
(Figura 10). Este marcador é um corante fluorescente utilizado para coloracdo de acido nucleico
e € impermeavel a membrana plasmatica; o Pl entra nas células apenas quando ha perda da
integridade da membrana plasmatica e entdo se liga ao DNA (SANGALLI-LEITE et al., 2011).
Assim como visto por Spadari e colaboradores (2018) (DE CASTRO SPADARI et al., 2018) e
corroborando com o mecanismo de acdo da AMB, o tratamento de C. neoformans H99 NA com
8X e 4X Clso desse farmaco causou um aumento significativo na porcentagem de células PI-
positivas (p<0,01 e p<0,05, respectivamente) (Figura 10A). Resultado similar foi observado no
tratamento da linhagem NA com 8X e 4X Clso do composto lider ALDF_078 (p<0,001) (Figura
10A). O tratamento da linhagem A com AMB ndo resultou em diferenca significativa da
permeabilidade, enquanto o tratamento com 8X e 4X Clsg de ALDF 078 levou a aumento
significativo da porcentagem de células Pl-positivas (p<0,001 e p<0,05 , respectivamente)
(Figura 10B).

Os dados de permeabilidade da membrana citoplasmatica (Figuras 8, 9 e 10) corroboram
com os resultados de viabilidade das leveduras de C. neoformans H99 (linhagens NA e A) ap06s o
tratamento com ALDF_078 (Figura 5). ConcentracGes maiores de ALDF 078, 8X e 4X Clsy,
causam morte celular a partir de 1h e 4h de incubacéo e foi visto que essas concentracdes causam
perda da integridade da membrana plasmatica. Essa correlagdo entre os resultados sugere que um
possivel mecanismo de morte do composto lider ALDF_078 seria a alteracdo na permeabilidade

de membrana.
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Figura 8. Curva de permeabilidade da membrana quantificada por liberacdo de proteinas por

leveduras de Cryptococcus neoformans H99 ndo adaptadas (NA) e adaptadas (A) ao tebuconazol.
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Leveduras de C. neoformans H99 NA (A e C) e C. neoformans H99 A (B e D) foram tratadas ou
ndo com diferentes concentragdes (4X Clso, 2X Clso e Clso) de AMB (A e B) ou ALDF_078 em
PBS a 35°C por 24 h. Proteinas livres no sobrenadante foram quantificadas, nos tempos 0, 1, 4, 8
e 24 h apo6s incubacéo, usando comprimento de onda de 260 nm. Asteriscos representam valor de
p significativo em comparagdo com o grupo controle (* p<0,05; ** p <0,01; *** p<0,001) pela
analise de variancia bidirecional (ANOVA).
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Figura 9. Curva de permeabilidade da membrana quantificada por liberacdo de DNA por

leveduras de Cryptococcus neoformans H99 ndo adaptadas (NA) e adaptadas (A) ao tebuconazol.
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Leveduras de C.neoformans H99 NA (A e C) e C. neoformans H99 A (B e D) foram tratadas ou
ndo com diferentes concentragcdes (4X Clso, 2X Clso € Clso) de AMB (A e B) ou ALDF 078 em
PBS a 35°C por 24 h. DNA livre no sobrenadante foi quantificado, nos tempos 0, 1, 4, 8 e 24 h
apos incubacdo, usando comprimento de onda de 280 nm. Asteriscos representam valor de p
significativo em comparacdo com o grupo controle (* p<0,05; ** p <0,01; *** p<0,001) pela

analise de variancia bidirecional (ANOVA).
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Figura 10. Efeitos do composto lider ALDF 078 sobre a permeabilidade de membrana em

leveduras de Cryptococcus neoformans H99 ndo adaptadas (NA) e adaptadas (A) ao tebuconazol.
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As leveduras de Cryptococcus neoformans H99 NA e A (A e B, respectivamente) foram tratadas
ou ndo com concentracdes fungicidas (4X Clsp e 8X Clso) de anfoterina B (AMB) ou de
ALDF 078, durante 24 h a 35°C e depois processadas para andlise de citometria de fluxo
utilizando iodeto de propidio (PI). Os dados representam média + SEM de trés experimentos
independentes. Asteriscos representam valor de p significativo em comparacdo com o grupo
controle (* p<0,05; ** p <0,01; *** p<0,001) pela analise de variancia unidirecional (ANOVA)
com teste Dunnett como pds-teste.

Exitem diversos modelos de roedores para reproduzir diferentes formas clinicas de
infeccbes fungicas e modelos murino ainda siao considerados padrdao ouro para estudar
patogénese e analisar a eficacia do tratamento de um antifangico (AMORIM-VAZ et al., 2015).
No entanto, consideragdes econémicas, logisticas, e éticas limitam o seu uso em experimentos de
infeccdo. Sendo assim, modelos animais ndo convencionais de infec¢cdo podem ser usados para

investigar as viruléncia de um patdgeno ou a toxicidade e eficacia terapéutica de uma composto
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em potencial, bem como o estudo das interacdes hospedeiro-patogeno (AMORIM-VAZ et al.,
2015; TSAI; LOH; PROFT, 2016).

Galleria mellonella é um invertebrado e pertence a ordem Lepidoptera, familia Pyralidae e
qguando comparado ao modelo experimental tradicional de mamiferos, como aos de roedores, G.
mellonella é de facil manuseio, baixo custo e ndo necessita de equipamentos especiais no
laboratério para a manutencdo (TSAI; LOH; PROFT, 2016). E um modelo considerado ético e
econémico que pode ser utilizado como ferramenta em triagem de estudos de antifungicos, tendo
0 intuito de reduzir custos, minimizar a utilizacdo de modelo de mamiferos e, sobretudo,
transferir os resultados obtidos neste modelo de invertebrado para 0 modelo mamiferos,
resultados tais como viruléncia, patogenicidade, toxicidade do farmaco e dosagem efetiva
(AMORIM-VAZ et al., 2015). Esse modelo tem sido empregado com sucesso no estudo da
viruléncia de fungos patogénicos, como C. neoformans e C. gattii (FIRACATIVE; DUAN;
MEYER, 2014; MYLONAKIS et al., 2005).

A avaliacdo da viruléncia de C. neoformans H99 NA e A em larvas de G. mellonella
mostrou que a linhagem ndo-adaptada a TBZ é mais virulenta do que a linhagem adaptada, uma
vez que a primeira causa a morte de 100% das larvas infectadas no terceiro dia ap6s a inoculacéo
(5 x 108 UFC/larva), enquanto a linhagem adaptada causou a morte de 88% das larvas somente
no sétimo dia apds a infeccdo. A comparagdo entre ambas as linhagens em relagdo ao controle
ndo infectado (grupo PBS) apresentou diferenca estatistica (p<0,001), assim como a comparagdo
entre as linhagens NA e A (p<0,001) (Figura 11). Concomitantemente com & avaliagdo da curva
de sobrevivéncia das larvas de G.mellonella foi realizada a avaliagdo da curva de morbidade de C.
neoformans H99 NA e A em que o indice de salde de cada grupo foi determinado diariamente

conforme as caracteristicas listadas na Tabela 2. Como resultado pode-se notar que os graficos da
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curva de sobrevivéncia e morbidade corroboram entre si (Figura 11A - B). A diferenca na
viruléncia entre linhagem ndo adaptada e a linhagem adaptada corrobora com estudos que
relatam que cepas com resisténcia secundaria ao fluconazol sdo menos virulentas que cepas
suscetiveis (BASTOS et al.,, 2017; ROSSI et al., 2016; SANTOS et al., 2014). Além disso,
também ¢é possivel correlacionar a diferenca na viruléncia entre C. neoformans H99 NA e A com
0 resultado da analise morfométrica do volume celular (um®), uma vez que, assim como
observamos, estudos demonstram que células de menor diametro sdo menos virulentas (BASTOS

etal., 2017; FERREIRA et al., 2015; OKAGAKI et al., 2010).

Figura 11. Viruléncia das leveduras de Cryptococcus neoformans H99 ndo adaptadas (NA) e

adaptadas (A) testadas em modelo invertebrado de Galleria mellonella.
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Curva de sobrevivéncia (A) e de Morbidade (B) de larvas de G. mellonella infectadas com C.
neoformans H99 NA e A. As larvas (n = 18) foram infectadas (5x108 UFC/mL) e acompanhadas
por 7 dias. Asteriscos representam valor de p significativo em comparagdo com o grupo PBS
(*** p<0,001) pelos testes Log-rank (Mantel-Cox) (A) e ANOVA bidirecional (B).

A toxicidade do composto lider ALDF_078 sobre as larvas foi avaliada pelo tratamento das

larvas com as doses de 46,5 mg/kg (512pg/mL), 69,8 mg/kg (768 ug/mL) e 93 mg/kg (1024
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ug/mL). Ao final do sétimo dia de tratamento foi possivel observar que a porcentagem de larvas
sobreviventes ao tratamento com a menor dose (91,6%) foi praticamente a mesma das larvas do
grupo controle sem tratamento — PBS (97,2%), ndo havendo diferenca estatistica entre os dois
grupos. Nos tratamentos com as doses de 68,9 mg/kg e 93 mg/kg apenas cerca de 54% das larvas
permaneceram vivas ap6s 7 dias de observacdo, sendo estatisticamente diferentes do grupo
controle sem tratamento (grupo PBS) (p<0,001) (Figura 12A). Apenas a menor dose de 46,5
mg/kg ndo apresentou toxicidade sobre o modelo de invertebrado, assim sendo, decidimos
utilizar doses menores (20mg/kg e 40mg/kg) para a avaliacdo da eficacia do tratamento com
ALDF_078 no modelo de infeccdo por C. neoformans H99 NA. Um dos fatores que poderia
explicar a toxicidade observada para as maiores doses (69,8 mg/kg e 93 mg/kg) de ALDF_078

seria a formacédo de precipitado que ocorre por um problema de solubilidade do composto em

meio aquoso.

Figura 12. Toxicidade do composto lider ALDF_078 sobre as larvas de Galleria mellonella.
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Curva de sobrevivéncia (A) e de Morbidade (B) de larvas de G. mellonella (n = 18) tratadas com
diferentes doses do composto ALDF_078 (46,5 mg/kg, 69,8 mg/kg e 93 mg/kg) e incubadas a
37°C por 7 dias. Asteriscos representam valor de p significativo em comparagdo com o grupo
ndo tratado (PBS) (*** p<0,001) pelos testes Log-rank (Mantel-Cox) para dados de
sobrevivéncia e ANOVA bidirecional para dados de morbidade.
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A avaliacdo da eficacia do tratamento das larvas infectadas por C. neoformans H99 NA
usando o antifungico padrdo AMB (10 mg/kg) mostrou que esse agente poliénico protegeu
somente 30,6% das larvas ap6s 7 dias da infeccdo (p<0,001) quando comparado com 0 grupo nao
tratado). Quando as larvas foram tratadas com 20 mg/kg ou 40mg/kg de ALDF_078 houve morte
de 100% das larvas infectadas apds 4 e 7 dias, respectivamente (Figura 13A), porém & possivel
notar que esses tratamentos prolongaram a vida das larvas, quando 0s comparamos com 0O
controle ndo tratado (p<0,001 e p<0,05, respectivamente). Para todos 0s grupos, os resultados da
curva de morbidade corroboram com os resultados da curva de sobrevivéncia (Figura 13A - B).
E preciso relatar que o problema de solubilidade do composto ALDF_078 em DMSO e depois
em PBS (de modo que a concentracdo de DMSO fosse menor que 5%) pode dificultar a acdo

antifangica e explicar a baixa eficacia do tratamento.

Figura 13. Eficacia do tratamento de larvas infectadas com leveduras de Cryptococcus
neoformans H99 ndo adaptadas (NA) com Anfotericina B (AMB) e o composto ALDF_078.
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Curva de sobrevivéncia (A) e de Morbidade (B) de larvas de G. mellonella infectadas com C.
neoformans H99 NA e tratadas com AMB e ALDF_078. As larvas (n = 18) foram infectadas
com C. neoformans H99 NA (5x108 UFC/mL), tratadas com AMB (10 mg/kg) ou ALDF 078
(20 mg/kg e 40mg/kg) apds 30 minutos da infeccdo e incubadas a 37°C por 7 dias. Asteriscos
representam valor de P significativo em comparagdo com o grupo Né&o tratado (* p<0,05; ***
p<0,001) pelos testes Log-rank (Mantel-Cox) (A) e ANOVA bidirecional (B).
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Em resumo, a triagem dos 141 compostos organicos de calcogénio sobre A. fumigatus, F.
solani, C. albicans e C. neoformans mostrou que alguns desses compostos apresentam
consideravel atividade antifungica sobre as diferentes espécies testadas. Dentre 0s compostos
testados, destacou-se o composto ALDF_078, pertencente a uma série de compostos analogos
que possuem o nucleo de quinolina. A avaliacdo da atividade antifingica in vitro mostrou que
ALDF_078 é capaz de inibir o crescimento de células planctdnicas de isolados clinicos e cepas
padrdo de C. neoformans e C. gattii, incluindo linhagens tolerantes aos triazdis, e apresenta
atividade sobre as células em dispersdo de biofilme, comparavel aquela observada sobre células
plancténicas (1 — 8 ug/mL). ALDF_078, em concentracdes sub-inibitdrias, causa alteragdes
morfologicas significativas nas leveduras, como diminuicdo da espessura capsular e volume
celular. Alem disso, este composto apresenta efeito fungicida, em concentracdes > ou iguais a 4
pg/mL, sendo essa atividade fungicida relacionada a capacidade de aumentar a permeabilidade
da membrana citoplasmatica de C. neoformans e C. gattii. ALDF_078 ndo apresentou efeito
hemolitico nem mesmo na maior concentragéo testada (128 pg/ml) e ndo demonstrou toxicidade
em doses inferiores a 46,5 mg/kg no modelo larvario de G. mellonella. A avaliacdo da atividade
antifangica in vivo em G. mellonella mostrou que apesar prolongar a vida das larvas infectadas
com C. neoformans H99 NA, o composto ndo € efetivo no tratamento da infeccdo, sendo essa
baixa efetividade possivelmente explicada por um problema de solubilidade do composto em

meio aquoso.
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5. CONCLUSOES

Compostos organicos de calcogénio possuem atividade antifungica sobre diferentes espécies
de fungos. A avaliacdo da atividade do composto ALDF_078 comprovou a sua capacidade
antifangica, baixa toxicidade e efeitos morfofisioldgicos sobre leveduras de Cryptococcus spp.
Esses resultados destacam o potencial desse composto sintético como agente antifingico no
tratamento da criptococose; porém, mais experimentos, que incluem mudancas na estrutura do
composto para melhorar a sua solubilidade, bem como testes adicionais de atividade antifingica

in vitro e in vivo devem ser realizados para comprovar a sua eficacia anti-criptococica.
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