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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.
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1. INTRODUCAO

1.1. Infecgbes 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
patogenos (PURVIS; HECTOR, 2000). Estima-se que existam entre 2,2 a 3,8 milhGes de
espécies fungicas, das quais apenas 120.000 foram descritas. Dentre essas, apenas algumas
centenas de espécies sdo conhecidas por infectar humanos e causar desde infecgdes superficiais,
que atingem pele, pelos, unhas e mucosas, até infeccBes invasivas que podem afetar sistema
nervoso central (SNC), pulmdes, 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
infeccOes fungicas (BROWN et al., 2012). Os padrdes de infec¢Bes fungicas variam pelo globo e
dependem ndo sé da espécie do fungo e regido geografica, mas também do sistema imune do
hospedeiro e sitio de infeccdo (HAWKSWORTH; LUCKING, 2017).

O aumento da incidéncia de infeccbes fungicas invasivas nos Gltimos anos tornou-se um
desafio para profissionais da salde, 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 infeccBes fungicas matam mais de 1,5
milhdes de individuos ao ano, taxa de mortalidade semelhante a da tuberculose (BONGOMIN et
al., 2017). Esse aumento da incidéncia estd 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



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

KWON-CHUNG et al., 2014).

1.2. Criptococose
1.2.1. Agente etiologico

O género Cryptococcus é composto por fungos basidiomicetos que sdo normalmente
encontrados em diferentes substratos orgénicos ricos em fontes de nitrogénio, tais como solo
contaminado com fezes de aves, troncos de arvores e material em decomposi¢cdo (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 sao 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 cépsula
mucopolissacaridica composta por trés componentes principais: glucoronoxilomanano (GXM;
composto por acido glucurdnico, 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 classificagdo 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.



neoformans var. neoformans. Ja as cepas com sorotipos B e C séo classificadas como C. gattii
(HAGEN et al., 2015). Com o uso de técnicas moleculares € 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 analise 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 classificacdo ainda ndo tem sido muito bem aceita e tem gerado discussdo 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 infecdes sdo causadas por C. neoformans, sendo as
demais causadas por C. gattii (MAZIARZ; PERFECT, 2016). Enquanto a criptococose causada
por C. neoformans tem distribuigdo mundial e causa infeccBes sintomaticas disseminadas em
pacientes imunocomprometidos, a infeccdo por C. gattii ocorre também em pacientes
imunocompetentes e é observada principalmente em regides subtropicais e tropicais

principalmente na América do Sul, Africa e Australia; porém estudos mostram que essa espécie



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

Até a década de 80, a infeccdo criptococcica 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 € uma das
doengas com maior incidéncia entre pacientes com severa deficiéncia imunologica 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 América 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, Brasil e Colémbia sdo 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. Infecgéo e Patogénese

A infeccdo por Cryptococcus spp. € adquirida pela inalacdo de propagulos aéreos
(basidiosporos ou leveduras) provenientes de uma fonte ambiental e deposicdo em alvéolos
pulmonares. Na maioria dos casos, a inalacdo 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 infeccdo inicial e obter acesso a outros
locais do corpo por meio de disseminacdo hematogénica. Apos alcangar a corrente sanguinea, as
leveduras se direcionam preferencialmente para o SNC, causando meningite ou
meningoencefalite; entretanto, o fungo também pode causar infeccdes localizadas na pele, 0ssos
e articulacdes, pulmdes e trato geniturinario (Figura 1) (LIN; HEITMAN, 2006; MAZIARZ;

PERFECT, 2016; NEGRONI, 2012; SEVERO; GAZZONI; SEVERO, 2009).



Figura 1. Ciclo de infeccdo de Cryptococcus spp.
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Esporos e leveduras encontrados em fezes de aves contaminadas, solo e troncos de arvores sdo
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 6rgaos, apresentando um acentuado tropismo para o0 sistema nervoso

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

Essa predilecdo das leveduras pelo SNC ndo é totalmente elucidada, porém, algumas
hipbteses ja foram propostas. A elevada concentracdo, no liquido cefalorraquidiano (liquor), de
nutrientes assimilaveis pelo fungo, tais como tiamina, acido glutamico, glutamina, carboidratos e
minerais, associados a fraca resposta imune no tecido cerebral tornam o liqguor um meio
favoravel ao desenvolvimento de Cryptococcus spp. (SEVERO; DE MATTOS OLIVEIRA;
LONDERO, 1999). Além disso, 0 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).



Para chegar ao SNC e causar meningite criptococica, 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 Troia), ou por absorcao 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 ético (devido ao aumento da pressdo intracranial).
Quando ndo tratada, a doenca progride e 0s sintomas se estendem a confusdo, convulsdes,
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, producéo de
melanina, capacidade de formar biofilmes e a producdo de enzimas como as fosfolipases,
proteinases, esterases DNAses e ureases (CASADEVALL; ROSAS; NOSANCHUK, 2000; LIN;
HEITMAN, 2006).

A céapsula 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



estrutural e proteger o fungo da dessecacdo ambiental e/ou predadores naturais; a capsula
contribui para a viruléncia atraves 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 inflamatdrias, deplecdo de componentes do complemento e
inibicdo da capacidade de apresentacdo de antigenos dos monadcitos (O’MEARA; ALSPAUGH,
2012). A importancia desse fator de viruléncia ja foi demonstrada por diversos estudos que
mostram que cepas acapsulares sdao menos virulentas do que aquelas que apresentam essa
estrutura; a espessura da capsula, que depende de fatores associados ao microambiente da célula,
também € 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 varios 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 antifungicos (GOMEZ; NOSANCHUK,
2003). Estudos mostram que células fungicas 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).



Biofilmes sdo comunidades microbianas que crescem aderidas a alguma superficie solida e
sdo envolvidas por uma matriz exopolimérica secretada pelos microrganismos em associagao;
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 infeccéo
crénica, uma vez que os biofilmes constituem uma barreira fisica que impede a penetracédo
eficiente dos antifingicos e conferem aos microrganismos niveis mais altos de resisténcia a
atividade antifangica (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 planctonica
(MARTINEZ; CASADEVALL, 2006).

A formacédo de biofilmes pelas leveduras de Cryptococcus spp. pode ser divida em trés
fases: fase de adesdo, fase intermediaria e fase de maturacdo. Durante a fase de adesdo (2 a 4 h),
também chamada de fase inicial, as leveduras tornam-se metabolicamente ativas e se aderem a
superficies biodticas ou abiodticas formando uma monocamada; apds essa fase, no estagio
intermediario (4 a 16 h), ocorre um aumento significativo na populacdo, a producdo inicial de
matriz extracelular e a formacdo de microcolbnias, nas quais ocorrem o estabelecimento de
gradientes de nutrientes, a troca genética e quorum sensing. Durante o estagio de maturacdo (24 a
48 h), a atividade metabdlica das células criptocdcicas nos biofilmes permanece alta e constante
(MARTINEZ; CASADEVALL, 2015). Ap6s a maturacdo, as células podem se destacar do
biofilme como microcol6nias ou células isoladas e colonizar outros sitios no hospedeiro,
causando a expansdo da infeccdo e podendo dar inicio a infec¢des disseminadas. Estudos

mostram que as células que se separam de um biofilme, conhecidas como células em dispersao,



sdo mais virulentas e causam maior mortalidade do que as células planctonicas, o que pode ser
explicado por alteracGes 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 a 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 ligacdes ésteres de fosfolipidios da membrana
plasmatica 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).



Atualmente, trés classes de agentes antiflngicos sdo utilizados no tratamento das infec¢oes
criptococica: poliénicos, azois e anadlogos 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: inducdo, consolidacdo e manutencdo. A fase de inducdo tem por objetivo
alcancar uma rapida atividade fungicida, para obter a esterilidade do liquido cefalorraquidiano
(LCR), sendo o regime primario 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 é indicado uso de fluconazol (400 mg/dia) por 6
a 12 meses; e quando a infeccdo é severa o paciente recebe o mesmo tratamento da meningite
criptocécica (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 fangica e produzindo poros, levando ao aumento da permeabilidade da
membrana aos cations (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 acdo, estudos mostram que AMB induz o acumulo 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 criptococdcica, o seu uso tem sido limitado devido ao

seus efeitos nefrotoxicos e hepatotoxicos (CAMPOY; ADRIO, 2017; NETT; ANDES, 2016).



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 replicagéo celular e producéo
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 dssea, rapido desenvolvimento de resisténcia fangica, baixo tempo
de meia vida, alto custo e indisponibilidade em vérias localidades, como na Africa e no Brasil
(AGUIAR et al., 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 acumulo de intermediarios toxicos (do tipo 1l4a-metil-3,6-diol) alteram a
permeabilidade e fluidez da membrana e, consequentemente, inibem o crescimento fungico
(NETT; ANDES, 2016; ODDS; BROWN; GOW, 2003). Apesar de seu efeito hepatotoxico e das
interacdes medicamentosas (KHOZA; MOYO; NCUBE, 2017), os agentes azdlicos, 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 antifungica, processo no qual a concentracdo terapéutica do farmaco utilizado
no tratamento ndo é mais capaz de inibir o crescimento flngico, estd se tornando uma
preocupacdo para os profissionais de saude nas ultimas décadas (WIEDERHOLD, 2017). Os

mecanismos de resisténcia mais comumente relatados estdo relacionados com a saida do farmaco



do interior celular (efluxo), alteracdes fenotipicas nos sitios alvos dos farmacos, recombinacdes
gendmicas fungicas e a formacdo de biofilmes (SRINIVASAN; LOPEZ-RIBOT;
RAMASUBRAMANIAN, 2014).

Apesar da resisténcia de Cryptococcus spp. aos agentes antifingicos 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 azdlicos ocorre por diferentes mecanismos, que incluem
mutacdo e/ou superexpressdao 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, € o0 mecanismo de resisténcia antifingica 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 hidrdlise 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 azdis nas duas espécies

(BASSO et al., 2015; CHANG et al., 2018). Diferentes fatores, que incluem a exposi¢do aos



antifangicos clinicos bem como a exposicdo as substancias antifungicas usadas na agricultura,
podem selecionar populacgdes fungicas tolerantes ou menos sensiveis aos antifingicos utilizados
na medicina humana e animal (BASTOS et al., 2017).

A resisténcia fungica aos poliénicos, embora menos frequente do que a relatada nos
azolicos, ja 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
alteracdes 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 mutacdo 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
antifangicos comumente utilizados e 0s recentes casos de resisténcia clinica a agentes
antifangicos como o FCZ tém incentivado a busca por alternativas e estratégias para o tratamento
eficaz dessa condicéo 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 azois (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



11 (NCT 01802385 e NCT 03002012) e Il (NCT 03112031), respectivamente, para o tratamento
de meningite criptocdcica isoladamente e/ou em combinacdo com a terapia padrao.

Estudos realizados com compostos organicos de calcogénio (contendo telurio - Te, selénio
- Se ou enxofre - S) mostraram que além de propriedades imunomodulatorias, anti-inflamatorias,
antioxidantes e antiproliferativas em diversos tecidos, esses compostos possuem atividades
biolégicas 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 farmacolégicas 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 acdes citoprotetoras de ebselen decorrem de sua capacidade de imitar 0 mecanismo

acao de enzimas relacionadas a glutationa, como a glutationa peroxidase (GPx), que convertem



as ROS em metabolitos indcuos (AZAD; TOMAR, 2014). O ebselen ja esteve em ensaios
clinicos em pacientes que sofreram acidentes vasculares cerebrais e agora esta sendo analisado
para distdrbios bipolares, perda de audicao, doenca 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).

Alem 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 ug/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, o 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 flngico e manutengéo
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 sao 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 antifingicos comumente utilizados na clinica e considerando as



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.



2. 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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