SONIA UEDA PURISCO

Estudo de novos compostos e suas combinacdes

terapéuticas frente aos principais agentes da

criptococose

Tese apresentada ao Programa de
Pés-Graduacdo em Ciéncias da
Coordenadoria de Controle de
Doencas da Secretaria de Estado
da Saude de Sao Paulo, para
obtencdo do Titulo de Doutor em

Ciéncias

Area de Concentracéo: Pesquisas Laboratoriais em Satde Publica

Orientador: Profa. Dra. Marcia de Souza Carvalho Melhem

Co-orientador: Prof. Dr. André Gustavo Tempone Cardoso

SAO PAULO
2018



FICHA CATALOGRAFICA

Preparada pelo Centro de Documenta¢io — Coordenadoria de Controle de Doencas/SES-SP

©reproducdo autorizada pelo autor. desde que citada a fonte

Purisco, Sonia Ueda.
Estudo de novos compostos e suas combinacdes terapéuticas frente
ao0s principais agentes da criptococose / Sonia Ueda Purisco. — 2018.

Tese (doutorado em Ciéncias) - Secretaria de Estado da Saude de
Sdo Paulo, Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias da Coordenadoria
de Confrole de Doengas. Sdo Paulo, 2018.

Area de concentracio: Pesquisas Laboratoriais em Satde Piiblica.

Orientacdo: Prof. Dra. Marcia de Souza Carvalho Melhem.

Colaboracio: Prof. Dr. André Gustavo Tempone Cardoso.

1. Preparacdes Farmacéuticas. 2. Criptococose. 3. Cryptococcus. 4.
Produtos Biologicos. 5. Micoses.

SES/CCD/CD-360/2018




DEDICATORIA

A minha familia, meus pais Elio e Yassuko, minha irm& Emilia por todo
amor, carinho, amizade e por me apoiarem no caminho da pesquisa e na
concretizacdo de mais uma etapa em minha vida. Aos meus amigos que me
acompanharam durante o desenvolvimento deste trabalho. E a todos do

Nucleo de Micologia do Instituto Adolfo Lutz - SP.



AGRADECIMENTOS

Ao Programa de Pés Graduacdo em Ciéncias da Coordenadoria de Controle
de Doencas da Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo pela

oportunidade de realizar essa tese.

A Dra. Marcia de Souza Carvalho Melhem por todo seu amor, dedicacéo,
paciéncia e amizade. A sua paixao pela pesquisa cientifica € minha fonte de
inspiracdo. Vocé € mais do que minha orientadora, minha mae de Sao

Paulo. Muito obrigada e serei sua eterna admiradora.

Ao Dr. André Gustavo Tempone, pela co-orientacdo, sugestdes e atencao

para a concretizacao desse grande projeto.

Ao Dr. Oscar Zaragoza e toda sua equipe pela oportunidade de aprendizado
durante a minha estadia no Insituto de Salud Carlos Ill em Majadahonda —
Madri, Espanha.

Ao Dr. Marcelo Vallim do Laboratorio de Interacbes Microbianas da
Universidade Federal de Sdo Paulo que me orientou nos ensaios em modelo
alternativo. Muito obrigada por sua atencdo, disponibilidade,

guestionamentos e ensinamentos.

A Dra. Renata Castiglioni Pascon do Laboratério de Interagdes Microbianas
da Universidade Federal de S&o Paulo por ceder um espago para a
realizacdo dos testes e por proporcionar condi¢cdes para o desenvolvimento

deste estudo.

Ao Dr. Marcio Rodrigues da Fundagdo Oswaldo Cruz - Instituto Carlos
Chagas e Instituto de Microbiologia da Universidade Federal do Rio de

Janeiro, por permitir a minha presenca em seu laboratorio para o0



aprendizado de novas técnicas que enriqueceram este trabalho. E a todos

do laboratério que me acolheram com muito carinho.

A Dra. Maria Walderez Szeszs minha querida amiga e conselheira que
sempre me deu muito amor, carinho e atengcdo. Sou muito grata a vocé por
sempre estar disponivel para me escutar. Vocé sabe o quanto nao foi facil

finalizar este sonho.

A Marilena dos Anjos Martins que sempre esteve ao meu lado em todos os

momentos, me deu forcas e me apoiou. Obrigada lindinha!

Ao Andres Avelino Baez, Mirian e Lindete que sempre me auxiliaram quando
precisei e por proporcionarem condicdes para o desenvolvimento deste
estudo. E a todos os amigos do Nucleo de Micologia do Instituto Adolfo Lutz
— SP.

A todos do Centro de Parasitologia e Micologia do Instituto Adolfo Lutz — SP

muito obrigada por me apoiarem e me darem for¢as para seguir em frente.

Aos meus amigos do Laboratério de Interagcdes Microbianas da Unifesp,
Campus Diadema por compartilharem o espaco, materiais e me auxiliarem
guando necessitei. Em especial as minhas amigas Amanda, Crislaine,
Gabrielle e Stefania que me escutaram nos momentos em que precisei e me

deram forcas para finalizar esta tese.

As minhas amigas que me apoiaram e acolheram quando precisei.
Desculpem a auséncia em alguns momentos, mas foi necessaria. Vocés
sabem o quanto esse caminho foi arduo. O apoio e a compreensao de vocés

foi de imensa importancia nesse periodo. Muito obrigada!

E a todos que me acolheram durante essa longa jornada! Muito obrigada!



Apoio financeiro da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior — CAPES.

e Bolsa de Doutorado



Resumo

Criptococose, causada por espécies de Cryptococcus, é micose letal sob a
forma de meningoencefalite, com maior incidéncia entre individuos
imunocomprometidos, em particular, naqueles com AIDS. Anfotericina B,
farmaco téxico, 5-fluorcitosina e terapias combinadas para criptococose néo
impedem recidivas e persisténcia da doenca. Novas classes de
medicamentos anti-Cryptococcus sdo necessarias para evitar o0
desenvolvimento de resisténcia a esse escasso arsenal terapéutico. A
prospeccado de O objetivo deste trabalho foi prospectar compostos ativos
contra os principais agentes da criptococose para aumentar a gama de
opcOes terapéuticas para essa infeccdo. Poucos (1,9%) compostos foram
ativos contra cepas do complexo C.neoformans/C. gattii em uma colecao de
154 compostos neste estudo. Laevicarpina e poligodial, além de 3 farmacos
antimalaricos-cicloguanil, proguanil e clorproguanil foram identificados como
ativos in vitro contra C. gattii. Os valores de CEso, obtidos para cicloguanil,
clorproguanil foram, respectivamente, 11,33uM e 9,39uM, com MIC e MFC
de 32pg/mL. Para proguanil CEso 23,87uM, MIC 16pug/mL e MFC 32pg/mL.
Os farmacos apresentaram valores de CCso > 200uM para cicloguanil e
proguanil, e 30,21uM para clorproguanil, demonstrando uma seletividade de
>17, >8,37 e 3, respectivamente. O estudo da combinacdo terapéutica,
demonstrou que a combinagcdo dos antimalaricos com os farmacos
tradicionais foi indiferente para AmB e 5-Fc, mas sinérgica com FCZ. O
mecanismo de acdao do proguanil ndo pode ser determinado segundo a
metodologia empregada, redirecionando os estudos para outros caminhos
investigativos; no entanto, foi demonstrada alteragdo de estruturas
intracelulares, incluindo mitocdndrias, reticulo endoplasmatico e membrana
plasmatica, relacionadas a exposicdo ao proguanil, estimulando
investimento de pesquisa nessa dire¢cdo. Os ensaios de sobrevida em larvas

de Galleria mellonella, de outro modo, indicaram que a eficacia do proguanil



in vivo depende da sua associacdo com fluconazol, ndo tendo sido

demonstrado que a monoterapia seja adequada.

Palavras chaves: preparacdes farmacéuticas, criptococose, Cryptococcus,

produtos bioldgicos



Abstract

Cryptococcosis, caused by Cryptococcus species, is a lethal mycoses in the
form of meningoencephalitis, with the highest incidence among
immunocompromised individuals, particulary those with AIDS. Amphotericin
B, toxic drug and with administration associated with adverse effects,
besides fluconazole, 5-fluorocytosine and combination therapies for
cryptococcosis not prevent recurrence and persistence of the disease.

New classes of anti-Cryptococcus drugs are needed to prevent the
development of drug resistance to the current therapeutic arsenal. The aim of
this work was to prospect active compounds against the main agents of
cryptococcosis to increase the range of therapeutic options for this infection.
Few (1.9%) compounds were active against C.neoformans/C. gattii complex
strains in a collection of 154 compounds in this study. Laevicarpin and
polygodial, in addition to 3 antimalarial drugs-cycloguanil, proguanil and
chlorproguanil, were active against C. gattii in vitro. The ECso values for
cycloguanil, chlorproguanil were 11.33uM and 9.39uM, respectively, with
MIC and MFC of 32ug/mL. For proguanil CEso value of 23.87uM,
MIC16pg/mL and MFC32ug/mL. The drugs showed CCso values of > 200uM
for cycloguanil and proguanil, and 30.21uM for chlorproguanil, with selective
index valeus of >17, > 8.37 and 3, respectively. Combination therapy study
showed indifference between antimalarials and the traditional drugs
amphotericin B and that the combination of biguanide with traditional drugs
to be indifferent to AmB and 5-Fc, but synergistic with FCZ. The mechanism
of action of proguanil could not be determined according to the applied
methodology, redirecting the studies to other investigative paths; however,
alterations of intracellular structures, including mitochondria, endoplasmic
reticulum and plasma membrane, related to the exposition of proguanil, have
been shown, stimulating research investment in this direction. Otherwise,

survival assay in caterpillar of Galleria mellonella indicated that the in vivo



efficacy of proguanil depends on its association with fluconazole, and

monotherapy has not been shown to be adequate.

Key words: pharmaceutical preparations, cryptococcosis, Cryptococcus,
biological products
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1. INTRODUCAO

1.1.A doenca

Criptococose é uma importante micose sistémica, causada por
leveduras que apresentam cépsula polissacaridica englobadas no complexo
Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii (Perfect e Casadevall, 2002;
Perfect e Bicanic, 2015; Kwon-Chung et al., 2017). Uma nova proposta de
reclassificacdo das espécies foi sugerida por Hagen e colaboradores em
2015, sendo para C. neoformans (C. neoformans, C. deneoformans, C.
neoformans X C. deneoformans hibrido) e para C. gattii (C. gattii, C.
bacillisporus, C. deuterogattii, C. tetragattii, C. decagattii).

A infeccdo em hospedeiros mamiferos é adquirida através da
inalacdo de células (blastoconidios) dessecadas ou, ainda, basidiésporos,
como ilustrado na Figura 1. Esses pequenos propagulos infectantes (1,5 um
a 3,5 um) sao fagocitados por macréfagos pulmonares, acarretando doenca
focal pulmonar (Heittman et al., 2011; Harris et al., 2013). Apesar da eficacia
da defesa do hospedeiro, as espécies de Cryptococcus desenvolveram
fatores de viruléncia que lhes permitem multiplicar, infectar e prevalecer no
hospedeiro de forma eficiente; fatores que promovem a sobrevivéncia
desses agentes mesmo frente as acbes do sistema imunoldgico. Os fatores
de viruléncia melhor caracterizados sao: producdo de capsula
polissacaridica, sintese de melanina e producdo de enzimas
(Steenbergen et al., 2003; Coelho et al., 2014; De Aguiar et al., 2017).

Em individuos considerados saudaveis, 0s propagulos séo
eliminados pela resposta do sistema imune. Porém, em pacientes
imunocomprometidos as células infectantes proliferam e sdo disseminadas
via hematogénica, cruzam a barreira hematoencefalica e atingem o sistema
nervoso central resultando em meningoencefalite (Casadevall e Perfect
1999; Sorrel, 2001; Sabiiti e May, 2012; Orsini et al., 2015). A
meningoencefalite € a forma mais grave e fatal da doenga em grande parte
dos casos (Heittman et al., 2011; Harris et al., 2013). Os sintomas tipicos

sao: febre, perda de peso, fadiga, suor noturno, tosse, dor no peito, dor de
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cabeca, vomito e rigidez na nuca (Phillips et al.,, 2015). Ainda que os
principais sitios da criptococose incluam o sistema nervoso central e
pulmdes, pele, olhos, miocardio, 0ssos, articulacbes, prostata e trato urinério
também podem ser acometidos pela doenca (Lin e Heitman, 2006; Giles et
al. 2009; Velagapudi et al., 2009; Botts e Hull 2010; Kwon-Chung et al.,
2014).

Cryptococcus neoformans é associado, principalmente, a pacientes
imunocomprometidos, como os infectados com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) ou aqueles sob terapias imunossupressivas. C. gattii, por sua
vez, acomete também individuos, aparentemente, imunocompetentes
(Kwon-Chung et al., 1992; Park et al.,, 2009; MacDougall et al., 2011). C.
neoformans tem preferéncia pelo sistema nervoso central e C. gattii por
infectar pulmdes (Speed e Dunt 1995; Chen et al. 2000b). Por outro lado,
criptococomas pulmonares e cerebrais sdo formados durante a infeccéo por
C. gattii, mas nao por C. neoformans (Mitchell et al. 1995; Chen et al. 2000b;
Galanis et al. 2010; Byrnes e Marr 2011b). A meningite causada por C. gattii
pode ser, completamente, curada nos estagios iniciais mas, geralmente, a
doenca é confundida com tuberculose ou outra infeccdo pulmonar

bacteriana, ou ainda viral, na fase inicial (Chen et al., 2012).

dofi
) =

Infec¢io no sistema nervoso central Passagem pelabarreira
hemato-encefalica

Figura 1. Ciclo de transmissdo de Cryptococcus spp. (Adaptado de Kwon-
Chung et al., 2014).



1.2. Epidemiologia

1.2.1. Agentes etioldgicos

Ha, aproximadamente, 15 outros membros do género Cryptococcus,
além de C. neoformans e C. gattii, descritos como agentes de doenca
humana: C. laurentii, C. luteolus, C. albidus, C. diffluens e C. uniguttulatus
entre outros (Heitman et al., 2011). As ferramentas moleculares permitiram
comprovar a existéncia de 2 tipos conjugantes (mating type) a e alfa (Kwon-
Chung e Bennett, 1978), sendo atribuida maior viruléncia ao tipo a. Os
agentes, ainda, séo classificados em variedades (analise de DNA) e
sorotipos (analise de capsula), sendo C. neoformans com duas variedades:
C. neoformans var. grubii (sorotipo A) e C. neoformans var. neoformans
(sorotipo D), hibrido AD e C. gattii (sorotipos B e C). Os sorotipos séo
determinados pela composicdo polissacaridica da capsula (Franzot et al.,
1999; Kwon-Chung et al.,, 2006). Ainda ha a descricdo de interespécies
hibridas entre sorotipos AB e BD (Bovers et al., 2006; Bovers et al., 2008).
As duas espécies sao definidas em gendétipos, definidos como: VNI, VNII,
VNIII e VNIV para C. neoformans e VGI, VGII, VGIII e VGIV, para C. gattii
(Bovers et al., 2008; Ngamskulrungroj et al., 2009 Firacative et al., 2012). Os
gendtipos de C. gattii, VGII e VGIII, ainda podem ser subdivididos em
subtipos de acordo com a técnica de Multi Locus Sequence Typing (MLST),
sendo: VGlla, VGIIb, VGlic e VGllla, VGIIIb (Kidd et al., 2004; Byrnes et al.,
2010; Byrnes et al., 2011).

Com a utilizacdo de técnicas de Polymerase Chain Reaction (PCR)
fingerprinting e Amplified Fragment Lenght Polymorphisms (AFLP) foram
descritos formas hibridas VGI/VNIV (Bovers et al., 2006), VNI/VGI (Bovers et
al., 2008; Aminnejad et al., 2012) e VNI/VGII (Aminnejad et al., 2012). Tais
hibridos foram, raramente, descritos em diferentes areas geograficas, a
saber: um Gnico isolado na india, Colémbia, Brasil, Canada e 3 na Holanda.
Entretanto, devido a dificuldade de identificacdo dos hibridos, pode ser que a

sua prevaléncia seja subestimada (Bovers et al., 2006; Bovers et al., 2008).
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A distribuicdo espacial, dos distintos tipos moleculares de cepas
clinicas e ambientais, ao redor do mundo tem sido revelada em distintos
estudos (Figuras 2 e 3). Estudo de Meyer e colaboradores (2011),
englobando 2046 isolados clinicos e veterinarios mundiais, C. neoformans
VNI é o gendétipo predominante com 63%, seguido de VGII, VGIII e VNIV
(Meyer et al., 2011); a maioria dos isolados VGII foi proveniente de estudos
na América do Sul, dos seguintes paises: Argentina, Brasil, Chile, Colombia,
México, Peru, Venezuela e Guatemala, sendo que 64% s&o do Brasil.

A distribuicdo e a prevaléncia do tipo molecular VGII é relevante
para tentar esclarecer a origem do surto de C. gattii na llha de Vancouver,
Costa Noroeste do Pacifico, e Estados Unidos. Esses dados confirmam a
hip6tese sugerida por outros autores, que o surto em Vancouver poderia ter
originado na Austradlia ou na América do Sul (Fraser et al., 2005;
Ngamskulrungroj et al., 2009; Hagen et al., 2013; Billmyre et al., 2014,
Engelthaler et al., 2014). Outros estudos confirmaram a América do Sul
como origem da disperséo C.gattii VGII. Inicialmente, foi proposto a floresta
Amazobnica como fonte original de C. gattii VGII (Hagen et al., 2013), mas
estudos recentes alteraram a origem desse tipo molecular para a regido do
deserto semiarido no Nordeste do Brasil (Souto et al., 2016).

Na espécie C. gattii, prevalente na Asia e regido que compreende
Australia, Nova Zelandia e Nova Guiné, predomina o tipo molecular VG,
seguido de VGII e raramente VGIII (Chen et al., 2014). Na Europa a maioria
das infeccdes por C. gattii é por VGI; na Africa isolados de VGIV tem
distribuicio maior na regido Sul (Africa Austral). O tipo molecular VGIV foi,
também, registrado na India, Colémbia e México; interessante notar que
isolados africanos e indianos estdo, restritamente, correlacionados (por
MLST) e diferentes dos isolados da América do Sul (Cogliati et al., 2012b).

Na revisdo de Cogliati (2013), confirma-se que o tipo molecular VNI
é o prevalente no mundo e, em 2006, foi descrito um novo tipo em Botswana
denominado VNB (Litvintseva et al., 2006). Entretanto, estudo realizado na
Italia por MLST mostrou a presenca de 1 VNB, entre um grupo de isolados

clinicos italianos, sugerindo que essa populacdo esta subestimada no
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continente Europeu, assim como 3 isolados VNIII (Cogliati et al., 2012a).
Aléem disso, dois isolados VNB do Brasil e Colombia, descritos
anteriormente, como VNII, foram reconhecidos por analise do MLST,
confirmando que o tipo molecular VNB n&o é exclusivo do Sul da Africa
(Ngamskulrungroj et al., 2009). Foi relatada, ainda, grande quantidade de
hibridos VNIII AD que parece estar, estritamente, relacionada a presenca do
tipo VNIV, frequente na Europa e EUA, sugerindo que nessas regides a
formacao de hibridos entre VNI e VNIV na populagéo esta ocorrendo. O tipo
molecular VNII é raro, porém descritos em alguns continentes, exceto no
Europeu (Cogliati et al., 2012a).

No Brasil, Trilles e colaboradores (2008), em estudo com 443
isolados sobre tipos moleculares e localizacdes das espécies, relataram 320
isolados C. neoformans (251 clinicos e 69 ambientais) e 123 C. gattii (86
clinicos e 37 ambientais). Os tipos moleculares mais encontrados foram: VNI
(64%) e VGII (21%), seguidos de VNII (5%), VGIII (4%), VGI e VNIV (3%,
cada) e VNIII (<1%) e VGIV néao foi identificado nesses isolados (Trilles et
al., 2008).

Em 2010, Souza e colaboradores, realizaram estudo na cidade de
Goiania, com 124 isolados de espécies de Cryptococcus, sendo 84 amostras
clinicas de pacientes com Aids e 40 amostras ambientais isoladas de
excretas de pombos e arvores de eucalipto. De um total de 120 isolados (80
clinicos e 40 ambientais) foram identificados como C. neoformans (sorotipo
A, VNI) e 4 C. gattii clinicos (sorotipo B, VGIII).

No Instituto de Doencas Tropicais Natan Portella, Piaui, foi
conduzida uma pesquisa em 63 pacientes com meningite criptococdécica, no
periodo de janeiro 2008 a julho 2010, onde C. neoformans (VNI, 37/63;
58,7%) foi mais frequente, seguido de C. gattii (VGII, 24/63; 38,1%) (Martins
et al., 2011).

Freire e colaboradores em 2012, realizaram estudo em 57 isolados
de Cryptococcus spp. de pacientes da Fundacao de Medicina Tropical, Dr.
Hector Vieira Dourado entre marco de 2006 a fevereiro 2010. Foram
encontrados 40 (70,2%) isolados de C. neoformans, onde VNI (39/57;
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68,4%) e VNII (1/57; 1,8%) e 17 isolados de C. gattii onde o tipo molecular
VGII (17/57; 29,8%).

Foi investigado em Hospital Referéncia do Mato Grosso do Sul, julho
1998 a julho 2012, 48 pacientes com infeccdo de corrente sanguinea por
espécies de Cryptococcus. Em 14 anos de estudo, foram encontrados 47
(97,9%) pacientes infectados por C. neoformans (VNI, 45 pacientes, 93,7%;
VNII, 2 pacientes, 4,2%) e 1 paciente por C. gattii (VGII, 2,1%) (Tsujisaki et
al., 2013).

Em artigo publicado em 2014 por Favalessa e colaboradores, em
Hospitais Universitarios de Cuiabda, agosto 2010 a julho 2013, de 27
pacientes admitidos foram isolados uma Unica amostra de Cryptococcus
spp. Foram encontrados em 14 pacientes HIV positivos, 13 C. neoformans
(VNI) e 1 C. gattii (VGII); 13 pacientes HIV negativos, 10 C. gattii e 3 C.
neoformans.

Em estudo realizado com 18 isolados clinicos do Hospital de
Clinicas de Curitiba, Parana, no periodo de 1999 a 2015, todos pertenciam
ao tipo molecular VGIl, sendo 10 (55,6%) amostras de pacientes
imunocompetentes. Foram 14 (77,8%) pacientes com envolvimento do SNC
e 4 (22,2%) HIV positivos (Herkert et al., 2016).

Mexico (n=69)

o, o, Spain (n=19)
VNI 69.6% VG 4.3% A .,
VNI 1.5%  VGIIl 18.8% m:lfifﬁ/ VGl 31.6%
VNIl 1.5%  VGIV 4.3% e

Guatemala (n=15)
VNI 93.3% VGl 3.7%
1,

Venezuela (n=20)
VNI 75% VGl 31.6%
VNIl 5%

Colombia (n=62)
VNI 45.29% VGl 1.6%

VNI 11.3% VGIl 12.9% /
VNIV 1.6% VGIIl 24.2%
VGIV3.2%
Peru (n=13)
VNI 93.3% VGI 7.7% Brazil (n=66)
VNI 82.3% VGIl 13.6%
1 VNI 3%
S,:;lle (n=°1.9) Argentina (n=57)
hiktd VNI 82.5% VGI 1.8%
il 15'8':, VNIl 8.9% VGII 1.8%
-0 7o O, O
VNIV 26 55 VNI 3.6% VGII1.8%

Figura 2. Distribuicio na América Latina de tipos moleculares de C.
neoformanse C. gattii (Fonte: San-Blas e Burger, 2011).
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RR (N=3)
VGIL

PI(N=79)
VNI, VNIV, VGII

PE (N=5)
VGII, VGIII

BA (N=8)
VGII

MS (N=8) MG (N=9)

VNI VGII VNI, VNII, VGII

' RJ (N=132)
P(N=H) NI, VNII, VNIIL,
VNL WIL VGIL - vG1 VG, VGl

RS (N=136) PR (N=5)
VNI, VNI, VNIV, VGIII VGIL, VGII

Figura 3.Distribuicdo dos tipos moleculares de isolados de C. neoformans e
C. gattii no Brasil (Fonte: Adaptado de Trilles et al., 2008).

A importancia da determinacdo da espécie e do tipo molecular recai
sobre diferentes aspectos. Além de questdes clinicas e epidemioldgicas,
pode indicar diferencas na viruléncia e na sensibilidade aos
antifingicos(Robert e Casadevall, 2009).

E importante ressaltar que, ao considerar o fendmeno da viruléncia,
vale lembrar que doenca é resultado da interagéo entre um hospedeiro e um
micro-organismo, uma vez que o hospedeiro pretende ter o controle do
patégeno com reducdo de danos nos tecidos (Casadevall e Pirofski, 1999).
Sdo fatores de viruléncia em Cryptococcus: termotolerancia, que é a
capacidade do fungo crescer na temperatura corporal do hospedeiro (Robert
e Casadevall, 2009); capsula, uma estrutura polissacaridica complexa que
se estende da parede e pode atingir dimensGes que sdo varias vezes 0
didmetro do corpo celular, seu tamanho aumenta significativamente durante
a infeccdo, tem como maior componente a glucuronoxilomanana (GXM),
seguido de galactoxilomanana (GXMGal) e manoproteinas, esta
intimamente associada a parede celular propiciando forca e flexibilidade ao

organismo em ambientes adversos além de propriedades antifagociticas que
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prejudicam o reconhecimento dos epitopos presentes na superficie da
parede celular pelos receptores fagociticos, dificultando a fagocitose
(Kozel e Hermerath,1984; McQuiston e Del Poeta, 2011; Kumar et al, 2011,
Coelhoet al, 2014, Levitz, 1994; Dupont e Smail, 1994; Liu, et
al 2008; Zaragoza et al, 2009); a enzima lacase que faz a biossintese de
melanina a qual protege o fungo de agentes oxidantes, radiacdes ionizantes
e agentes antifungicos, e também contribui para a rigidez da parede celular
(Wang e Casadevall, 1994a, 1994b, 1994c; Williamson, 1997); urease
aparenta ter um papel critico pois promove a travessia de fungos nas
barreiras epiteliais e a invasao cerebral, mas esse fendmeno ainda é
desconhecido (Olszewski et al., 2004; Shi et al., 2010, Singh et al., 2013) e

as fosfolipases que sao enzimas que degradam fosfolipideos.

1.2.2 Ocorréncia da doenca

Dados clinicos sugerem que a resposta terapéutica na infeccao por C.
gattii € mais lenta em relacdo a infeccdes por C. neoformans, e seu
tratamento pode ser mais prolongado (Speed e Dunt, 1995; De Bedout et al.,
1999; Sorrel, 2001). Estudos in vitro demonstram que a suscetibilidade de C.
gattii pode ser menor em relacdo a C. neoformans, em particular ao
antifangico fluconazol (De Bedout et al., 1999; Garland et al., 2004; Trilles et
al., 2004). Entretanto, em dois estudos essa diferenca ndo € demonstrada
(Chen et al., 2000; Thompson et al., 2009). Uma possivel razdo para essas
contradicbes sdo de que alguns estudos nao consideraram diferencas
genéticas e geogréficas das duas espécies (Chong et al., 2010).

Durante a maior parte do tempo, a criptococose foi associada, e os
esforcos em pesquisa foram focados em, C. neoformans como espécie
patogénica dominante. Entretanto, em 1999, um surto de criptococose
iniciado na ilha de Vancouver (Canada) tendo como agente causador C.
gattii, colocou em destaque esta espécie. O surto se propagou para o
continente do Canada e parte noroeste dos Estados Unidos (Oregon e
Whashington) (MacDougall et al., 2007). No inicio, de 1999 a 2007, o surto
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afetou 218 pessoas (5,8 pessoas/milhdo na regido/ano) com 19 mortes
(8,7% de Obitos associados) (Galanis et al., 2010; Phillips et al., 2015). De
2004 a 2011, o surto atingiu, aproximadamente, 100 pessoas, com taxa de
mortalidade de 33% (Harris et al., 2011). A maioria das pessoas apresentou
a forma respiratoria da doenca (76,6%) ou criptococomas pulmonares
(75,4%), com 1/3 de todos os pacientes apresentando a infec¢do no sistema
nervoso central (Galanis et al., 2010; Phillips et al., 2015).

Sendo C. gattii reconhecido como agente prevalente em regides
tropicais (Kwon-Chung e Bennet 1984), a aparicdo abrupta, no clima
moderado da regido do Pacifico, de casos da doenca, ndo apenas em
humanos saudaveis mas, também, em animais domésticos, terrestres e
marinhos, alterou de modo significativo os conhecimentos da epidemiologia
da criptococose (Stephen et al. 2002; Kidd et al. 2004; MacDougall et al.
2007; Upton et al. 2007).

A determinacdo da localizacdo geografica dos agentes da
criptococose representa ferramenta importante para indicar os locais de sua
sobrevivéncia e multiplicacdo no meio ambiente e, dessa maneira, identificar
areas de alto risco para aquisicdo da doenca (Cogliati et al., 2017). Os
agentes de criptococose ndo sdo fitopatogenos, mas fontes arboreas sao
locais de contaminacao de Cryptococcus spp., incluindo: casca de arvores,
troncos, ocos e madeira em decomposicao (Lazera et al., 2000; Nishikawa et
al., 2003; Xue et al., 2007; Jesus et al., 2012; Warpeha et al., 2013). Esses
fungos ndo pertencem a microbiota de solo e estudos datados de 1955
mostram que sao encontrados em areas com presenca de pombos, galinhas
e outras espécies de aves como, também, em guano de canarios, papagaios
e periquitos (Emmons, 1955; Casali et al.,, 2003; Lugarini et al.,, 2008;
Litvintseva et al.,, 2011). Estudos em C. neoformans indicam que esta
espécie interage, como patdgeno intracelular facultativo e outras situagdes,
com outros organismos, como: amebas, acaros, insetos, da mesma maneira
como ocorre em macréfagos humanos, e que essa interagdo é um
componente importante na evolucdo da espécie (Steenbergen et al., 2001;
Casadevall e Pirofiski, 2007).
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Em recente estudo, Cogliati e colaboradores (2017) demonstraram a
presenca ambiental de C. neoformans e C. gattii na Europa e na bacia do
Mediteraneo, em amostras de solo, fontes arboreas, excretas de animais
domésticos (caes, gatos, cabras) e selvagem (esquilo). Na area geogréfica
pesquisada, foram encontrados 84 pontos de ocorréncia para C. neoformans
var. grubii, 26 para C. neoformans var. neoformans e 21 para C. gattii. Os
resultados mostraram que casos infectados por C. gattii podem ocorrer no
sul da Europa, ou seja, ao longo da costa sudeste da Espanha, sul da Italia,
Grécia e em algumas areas ao longo da costa da Africa. Casos autdctones
de criptococose por C. gattii descritos na literatura estdo de acordo com o
mapa de distribuicdo previsto desta espécie, com a maioria dos casos
relatados no sul da Italia, Grécia e Espanha (Velegraki et al., 2001; Colom et
al., 2003; latta et al., 2012; Hagen et al., 2012).

A distribuicdo ambiental de C. neoformans var. grubii corresponde as
costas da Italia e Franca, costa do sul da Franca, costa da Croé&cia, Albania,
Grécia, sul da Turquia e varias areas do norte da Africa, sendo isolados
clinicos encontrados em todo o continente europeu (Cogliati et al., 2017).

Uma alta probabilidade de ocorréncia de casos de criptococose por C.
neoformans var. neoformans foi prevista no centro de Portugal, norte da
Itdlia, Sicilia Central e Sardenha Central, bacia de Paris, Grécia, regido do
Bdésforo, provincia de Adana e na faixa subcontinental perto da costa
mediterranea da Argélia. Isolados clinicos foram, primeiramente,
encontrados na Dinamarca, Franca, Alemanha, norte da lItalia, Portugal e
Espanha, confirmando a presenca deste patbgeno em areas continentais e
subcontinentais da Europa (Cogliati et al., 2013 e 2017).

A criptococose € a terceira complicacdo neurolégica mais frequente
em pacientes HIV; de modo global, C. neoformans é o agente nessa
populacdo, com excecdo da Africa, em que C. gatti é a espécie mais
frequente (Del Valle e Pifia-Oviedo, 2006; Chen et al., 2014). Em artigo de
Cogliati (2013) encontra-se um compilado de informacdes sobre C.
neoformans e C. gattii, mostrando que, do total de 68.811 isolados clinicos e

ambientais, a maioria foi obtida na Asia (n=19.651) e Africa (n=19.647),
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seguido da América Central e América do Sul, com 10.548 isolados, Europa
(n=8.736), América do Norte (n=7.922) e Oceania (n=2.518). Os paises
prevalentes em nimero de isolados foram: Africa do Sul (15.361), China
(9.736), EUA (6.198) e Brasil (5.709). Estados Unidos foi o pais onde os
isolados ambientais foram mais pesquisados, com total de 1.089, seguido
por Brasil (893), Australia (742) e india (569).

Em revisdo de Cogliati (2013), C. neoformans (88,6%) foi o agente
mais frequente, globalmente, em relagcdo a C. gattii (11,4%). A doenca
causada por C. neoformans mata 650.000 pacientes com HIV/AIDS no
mundo todos os anos (Park et al., 2009); a infeccdo por C. gattii esta
presente, entretanto, estudos recentes indicam que pode estar mal ou sub
diagnosticada (Iverson et al., 2012; Tintelnot et al., 2015). Um milh&o de
casos de meningite criptococécica associada a aids ocorrem,
aproximadamente, a cada ano (Park et al., 2009). Ainda que Aids seja
importante, outras condicdes relevantes para a aquisicdo da infeccdo sao:
tratamento longo com corticoesterdides, transplante de 6rgaos, diabetes
mellitus, sarcoidose e linfocitopenia idiopatica (Casadevall e Perfect, 1999;
Perfect, 2010).

Em dezembro de 2013, um total de 31,8 milhdes de adultos no mundo
viviam com HIV, sendo 21,7 milhoes na Africa Subsaariana. Anualmente é
estimado, que ha 223.100 casos de meningite criptococécica no mundo,
sendo que 73% dos casos ocrosse na Africa Subsaariana. E a regido com a
segunda maior incidéncia é a Asia e o Pacifico com 43.200 casos (19% do
total). S&o estimadas 181.100 mortes, mundialmente, por meningite
criptocdccica, sendo 135.900 mortes na Africa Subsaariana. Globalmente, a
meningite criptocdcica resulta em 15% da mortalidade relacionada a AIDS
(Rajasingham et al., 2017). A incidéncia global de meningite criptocécica é
substancial, 223.100 casos por ano, resultando em morte anual de 181.100
casos em 2014 (Castelnuovo et al., 2009; Rajasingham e Boulware, 2012;
Rajasingham et al., 2017). Estima-se que, em paises de baixa renda, a
mortalidade em 1 ano, apds meningite criptocdcica seja de 70% para 0s

pacientes em tratamento e 100% para os sem tratamento. Em paises de
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renda média, presume-se mortalidade de 40%, com base no resumo
estatistico de resultados daqueles que receberam tratamento com
anfotericina B e fluconazol e 60% para aqueles que n&o foram cuidados (isto
€, ndo receberam a terapia antiretroviral). Na Europa (incluindo a Europa
Oriental e a Russia), estimou-se mortalidade de 30% para 0s que estavam
em tratamento e para 45% para os ndo tratados. E na América do Norte,
20% de mortalidade para os pacientes em tratamento e 30% para aqueles
qgue nao recebiam tratamento (Rajasingham et al., 2017).

A América Latina €é a terceira regido no mundo com,
aproximadamente, 54.400 casos de meningite criptococécica por ano (Vidal
et al.,, 2013). Na Colémbia, um inquérito nacional de criptococose permitiu
estimar, de modo mais preciso, o espectro da doenca, com incidéncia média
de 2,4 casos em 1.000.000 individuos, entre 1995 e 2010. Nos pacientes
com HIV, a incidéncia variou de 3 casos a 3,3 casos por 1.000 casos
(Lizarazo et al., 2007, Escandon et al., 2012). No Brasil, ndo sendo doenca
de notificagcdo compulsoéria, o valor exato da incidéncia de criptococose é
desconhecida (Ministério da Saude, 2010) Em estudo temporal das
condicGes associadas a aids, de 1980 a 1999, a incidéncia de criptococose
foi de 4 casos de meningite criptococdcica/100 casos (Guimardes, 2000). A
doenca foi caracterizada como a micose mais frequente causadora de morte
em pacientes com Aids (Prado et al.,, 2009). Entre 1980 a 2002,
aproximadamente, 215.000 casos de aids foram registrados no pais, com
6% deles diagnosticados com criptococose (Nucci et al., 2010). Em um
hospital de referéncia no Estado de S&o Paulo, foram diagnosticados 98
pacientes HIV com meningite por Cryptococcus spp. em apenas um ano de
estudo (Vidal et al., 2012).
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1.3. Tratamento da criptococose

Esse arsenal terapéutico é limitado e tem como base antigos
farmacos, usados ou ndo em combinacdo. Sao utilizadas apenas 3 classes
de antifingicos no tratamento: azois (fluconazol, itraconazol, voriconazol),
polienos (anfotericina B desoxicolato, anfotericina B lipossomal) e derivados
da pirimidina (5-fluorcitosina). A escolha depende do estado imunitario do
paciente, da doenca de base, do sitio de infec¢ao e toxicidade do antifingico
(Consenso Brasileiro de Criptococose, 2008; Perfect et al., 2010). As
estruturas quimicas desses compostos encontram-se na Figura 4.

Fluconazol (FCZ) € wum antifungico azolico, peso molecular
306.277g/mol, formula molecular Ci3H12F2Ne6O, fungistatico, com mecanismo
de acdo na inibicdo da enzima esterol 14-alfa-demetilase, parte de um
sistema de enzimas dependentes do citocromo P450; o farmaco
comprometendo, assim, a biossintese do ergosterol na membrana
plasmatica e leva ao acimulo de 14-alfa-metilesteréis, que por sua vez sao
toxicos a célula fungica (Laurence et al., 2012). Itraconazol (peso molecular
705.641g/mol, férmula molecular CssH3sCl2NsO4) e voriconazol (peso
molecular 349.317g/mol, férmula molecular CieH14F3NsO) s&o, também,
farmacos azolicos, fungistaticos, com mesmo mecanismo de a¢édo do FCZ.
De acordo com o consenso brasileiro de criptococose (2008), o itraconazol
pode ser utilizado: no tratamento das formas pulmonares quando o paciente
for HIV positivo ou cultura positiva de espécime respiratorio, sem
envolvimento do SNC; ou HIV positivo e outras formas de imunodepresséao
em SNC ou doenca disseminada, na fase de manutencao. Voriconazol pode
ser usado na fase de consolidacdo do tratamento da criptococose e
apresenta boa atividade in vitro contra seus agentes etiolégicos (Espinel-
Ingroff et al., 2012).

A anfotericina B (AmB) foi descoberta em 1956, por Gold e
colaboradores, e pertence a familia dos macrolidicos poliénicos. Apresenta
peso molecular 924.091 g/mol e formula molecular C47H73NO17, insolavel em

agua e foi formulada em 1958 para infusdo endovenosa (IV) através da
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formacdo de um complexo com o sal biliar desoxicolato (Laurance et al.,
2012). Farmaco fungicida, tendo como mecanismo de a¢éo a ligacdo a um
grupo esterol, principalmente, ergosterol presente na membrana fangica. Em
virtude dessa interacdo formam-se poros, ou canais, resultando em aumento
da permeabilidade da membrana e permitindo desse modo, O
extravasamento de variedade de ions (Laurence et al., 2012). Tem
capacidade de se ligar ao colesterol das células de mamiferos, o que resulta
em seu potencial toxico, em particular, a nefrotoxicidade (Laniado-Laborin e
Cabrales-Vargas, 2009). A formulacéao lipidica de AmB é melhor tolerada do
que a de desoxicolato pois resulta em menor nefrotoxicidade e melhor
eficacia (Gulati et al., 1998; Saliba e Dupont, 2008; Laborin & Cabrales-
Vargas, 2009). No entanto, sabe se que existem outros mecanismos de
acdo ainda desconhecidos (Mesa-Arango et al., 2012). A anfotericina B
induz o acumulo intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Belenky et al., 2013). Essas espécies sdo derivadas do metabolismo do
oxigénio.

As mitocdndrias sdo a maior fonte endégena de producéo de radicais
livres nos eucariotos. Os radicais livres sdo subprodutos naturais da cadeia
respiratdria e contribuem para sinalizacdo, adaptacdo metabdlica e
imunidade. No entanto, em condicdes para as quais a concentracao
enddgena de ROS aumenta (ex. presenca de oxidantes, luz ultravioleta, ou
outros estimulos externos), eles produzem alteragbes em diferentes
macromoléculas (proteinas, lipidios e DNA), que eventualmente levam
danos a célula e morte. Por estas razbes, ROS tem sido associada com
apoptose e envelhecimento (Farber, 1994; Thannickal e Fanburg, 2000;
Mesa-Arango et al., 2014).

A 5-fluorcitosina (5-FC) é uma pirimidina fluoretada com maior agéo
seletiva sobre fungos, em relagéo a células humanas (Laurence et al., 2012).
Trata-se de um farmaco fungistatico, bem absorvida de forma rapida pelo
trato gastrintestinal (Cuenca-Estrella, 2010). Demonstra excelente absorgéo
apos a administracdo oral (80% -90%) e a maior parte do farmaco (> 90%) é

excretada, de forma inalterada, na urina. O farmaco tem modo de acgéo
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distinto dos polienos e azois. Fluorcitosina entra na célula fungica via
permease citosina e, deste modo, € metabolizada pela enzima em 5-
fluorouracil que inibe sintese protéica resultando em crescimento
desequilibrado e morte do organismo (Cuenca-Estrella et al., 2001). A
combinacdo de fluorcitosina com anfotericina B é recomendada no
tratamento de infec¢des criptocococicas, desde que a monoterapia com 5-

FC induz resisténcia (Perfect et al., 2010).

a. fluconazol b. itraconazol

F-\‘_ T
. r |
H-Hl?l - \'“mnl/’ RQ:O
H H
c. voriconazol d. 5-fluorcitosina

Figura 4. Formulas estruturais dos antifingicos utilizados no tratamento da
criptococose. (Fonte: PubChem Compound, disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound).
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H H H H H

e. anfotericina B

Figura 5 cont. Formulas estruturais dos antifungicos utilizados no
tratamento da criptococose. (Fonte: PubChem Compound, disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound).
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Para meningite criptocococica o tratamento é dividido em 3 fases: a
fase de inducdo da terapia com anfotericina B; seguido da fase de
consolidagédo por 8 semanas e por fim a terapia de manutengdo com
fluconazol, de forma continua por 6 a 12 meses e/ou até a melhora do
sistema imune (Perfect et al., 2010). Em regides com recursos escassos, 0
fluconazol € comumente utilizado como alternativa a anfotericina B (Sloan et
al., 2009).

A terapia da menigite criptocéccica, com base em evidéncias, tanto
na era pré quanto na pos HIV € uma das melhores da micologia médica.
Muitos estudos clinicos, analisando inicio e término de fase terapéutica,
incluindo tempo e taxa de esterilizagdo do liquor, demonstraram a maior
efetividade da combinacdo de AmB com 5-FC, em relacdo a terapia Unica
com AmB (Bennett et al.,, 1979; Larsen et al., 1990; van der Horst et al.,
1997; Brouwer et al., 2004). A combinacéo de anfotericina B e 5-FC, como
tratamento “padrdo-ouro” para meningite criptococcica é indicada em ambos
0s guidelines, da Infectious Disease Society of America (Perfect et al., 2010)
e da World Health Organization (Treatment Guidelines WHO, 2011) e foi
reafirmado, recentemente, em um grande estudo clinico no Vietna (n = 299)
(Day et al.,, 2013). Apesar dessas orientacfes, 0 acesso global a esse
tratamento permanece de dificil acesso, seja pela indisponibilidade de 5-FC,
seja pelo alto custo da formulagéo lipossomal de AmB com mesma eficacia
e menor toxicidade (Vidal et al., 2013; Hamill et al., 2010). De grande
importancia e representando um fator limitante do uso da AmB na forma de
desoxicolato, é o seu efeito nefrotdxico e inducdo de anemia (Loyse et al.,
2013; Perfect e Bicanic, 2015). Aléem de outros efeitos colaterais como:
febre, mal-estar, perda de peso, dor de cabeca, hipotensao, dor abdominal,
nauseas, vomitos, diarréia e mialgia (Gulati et al., 1998; Laniado-Laborin &
Cabrales-Vargas, 2009).

O desenvolvimento de terapias antifungicas diminuiu, infelizmente,
pois a industria farmacéutica tem dado menor atencdo a essas patologias,
visto que, a mais nova classe de antifungicos introduzida na prética clinica,

as equinocandinas, foi descoberta por volta de 1970 e trazida para o
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mercado 30 anos depois, no comeco do ano 2000 (Roemer e Krysan, 2014).
Vale notar que as equinocandinas ndo apresentam atividade anti-
Cryptococcus (Perfect et al., 2010). Ainda com esse arsenal terapéutico,
infeccéo recorrente e recidivas séo frequentes em criptococose. Com estas
consideracdes, é clara a necessidade da descoberta de novos farmacos:

produtos naturais, sintéticos, reposicionamento e combinacao.

1.4. Busca de farmacos

Novos farmacos para criptococose devem ser pesquisados como
ocorre para qualquer outro micro-organismo. A determinacdo da
concentracdo efetiva de 50% (CEso), assim como concentracdo inibitoria
minima (minimum inhibitory concentration, MIC) e concentracdo fungicida
minima (minimum fungicidal concentration, MFC) sdo parametros usados
para medir a eficacia do composto (Herreros et al., 2001; Klafke et al., 2013;
Magalhées et al., 2013).

No encontro de atividade anti-Cryptococcus, testes de citotoxicidade
devem ser executados para avaliacdo do indice de seletividade antes do
seguimento do seu estudo para uso animal (Butts et al., 2015; Forbes et al.,
2015); sendo o novo composto ativo e com seletividade adequada, o (s)
mecanismo (s) de acao anti-Cryptococcus deve(m) ser investigados (Dolan
et al., 2009; Butts et al., 2013; Roemer e Krysan, 2014; Krysan, 2015).

A investigacdo de novos produtos com acdo antifUngica deve ser
realizada com método de referéncia. Nesse sentido, o Instituto Norte
Americano Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) publicou uma série
de documentos intitulados M27 aplicados a testes com leveduras (CLSI,
2013). A associacao européia de microbiologia (European Society of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases, ESCMID) formou um comité para
padronizacdo de meétodos para testes com antimicrobianos (European
Comittee on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) e dentro deste,
um subcomité para antifingicos (Antifungal Susceptibility Testing, AFST-
EUCAST). O AFST-EUCAST prop6s modificacbes no método do CLSI, no
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intuito de tornar mais rapido a obtencdo de resultados e mais objetiva a sua
leitura, publicada como série E.Def. 7.1 (Rodriguez-Tudela et al., 2008). Os
resultados, como demonstrados em estudos prévios sdo equivalentes por
ambos os métodos, de modo que ambos podem ser utilizados na triagem de
novos farmacos (Espinel-Ingroff et al., 2005; Cuenca-Estrella et al., 2010;
Pfaller et al., 2011; Purisco et al.,, 2012). Em 2012, o comité europeu
publicou uma nota técnica referente ao documento E.Def. 7.2, onde
incluiram o teste de suceptibilidade para Cryptococcus (Arendrup et al.,
2012).

1.4.1. Compostos naturais e sintéticos

Dentre todos os antibidticos utilizados na clinica médica, cerca de
80% sao, diretamente ou indiretamente, derivados de produtos naturais
(Roemer et al., 2011; Negri et al., 2014). Quanto aos antifungicos, duas das
tres principais classes atualmente utilizadas, sdo derivadas de produtos
naturais (polienos e equinocandinas) (Roemer e Krysan, 2014).

Na busca de novos produtos, estudo realizado para analisar o perfil
de sensibilidade de 2 isolados de C. neoformans frente a extratos de
juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.), catingueira (Caesalpinia pyramidalis Tul.),
quixabeira (Bumelia sartorum Mart.) e jatoba (Hymenaea courbaril L.), todos
apresentaram acao antifungica (Barbosa Junior et al., 2015).

A atividade antifngica da seiva de Hymenaea courbaril L., e seu
principal constituinte fisetina, foi demonstrada frente a isolados de C.
neoformans (da Costa et al.,, 2014). O 6leo essencial de L. nobilis L.
apresentou atividade antifungica contra as cepas de C. neoformans
(Pinheiro, 2014). O extrato bruto e fracdes hidroalcodlicas de Hymenaea
martiana foram, também, ativos para C. neoformans (de Souza et al., 2010),
assim como, a fracdo de acetato-etil de Hypericum perforatum, contendo
concentracbes de xantonas (Tocci et al., 2013). Oito extratos e 12 fracdes
obtidas de Pterogynenitens Tul., Fabaceae, foram submetidas a testes

antifangicos frente a C. neoformans, demonstrando atividade fraca a

39



moderada (MFC > 1000mg/L) e comportamento fungistatico dos extratos
(Regasini et al., 2010).

Poucas moléculas quimicas foram demonstradas com atividade anti-
Cryptococcus. Como exemplo, duas novas classes foram apresentadas: 1,2-
benzisothiazolinonas (BTZ) (Dou et al., 2011) e um conjunto de arilamidinas
(T-2307) (Mitsuyama et al., 2008). Compostos carbazolicos, furano e
benzimidazodlicos mostraram atividade frente a C. neoformans (Del Poeta et
al., 1998a). Vinte analogos da pentamidina e 30 benzimidazois dicatiénicos,

do mesmo modo, foram ativos contra essa espécie (Del Poeta et al., 1998b).

1.5. Novas terapias

1.5.1. Combinacéo de farmacos

Uma estratégia importante na busca por novas terapias é a
combinacdo terapéutica de farmacos para manejo de doencas, visando a
selecdo de sinergismo entre 0s compostos quimicos que favoreceriam a
diminuicdo ou prevencdo de resisténcia clinica, aumento da eficacia do
tratamento e/ou diminuicdo do tempo de administracdo do tratamento
(Borisy, et al., 2003). Combinac¢des terapéuticas sdo padrées no tratamento
de vérias doencas virais, bacterianas ou mesmo fangicas, sendo uma
abordagem bastante promissora para estudo de novas terapias para

criptococose (Segal et al., 2007).

1.5.2. Reposicionamento de farmacos

Em 2004, Wemuth foi um dos primeiros defensores da triagem de
farmacos aprovados para novas atividades, criando o termo “systematic

optimization of side-activities” ou SOSA.
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A avaliacdo de farmacos para além das suas indicacdes terapéuticas
aprovadas inicialmente € um dos caminhos na descoberta de novas terapias
(Ashburn et al., 2004). Esta estratégia € conhecida como reposicionamento
de farmacos ou “drug repurposing, drug repositioning, piggy-back
chemotherapy, therapeutic switching” (Ekins et al, 2011). O
reposicionamento apresenta vantagens, em relacdo a pesquisa de novas
substancias ativas; o uso clinico de um medicamento ja disponivel no
mercado é imediato e para a empresa farmacéutica fabricante ha reducéo
do custo da pesquisa e ampliacdo da indicacao terapéutica (Cavalla, 2009).

Um dos primeiros exemplos de moléculas candidatas anti-
Cryptococcus sdo de agentes imunossupressores da classe dos inibidores
de calcineurina (Segal e Steinbach, 2007). Outro farmaco, o astemizol,
indicou ter excelente atividade frente a C. neoformans e sinergismo com
fluconazol (Vu e Gelli, 2010). A atividade do antidepressivo sertralina foi
demonstrada, frente a C. neoformans, também com efeito sinérgico e aditivo
com fluconazol (Zhai et al., 2012). Em um grande estudo, do total de 1120
medicamentos reposicionados e moléculas bioativas testadas, foram
encontradas 31 com atividade fungicida para C. neoformans, sendo 15
inéditas (Butts et al., 2013). Butts e colaboradores (2014) demonstraram
atividade fungicida in vitro de dois farmacos utilizados no tratamento do
cancer de mama, tamoxifeno e toremifeno, além de apresentarem efeito
sinérgico com os antifungicos fluconazol e anfotericina B. Além desses,
amiodarona e tioridazina mostraram-se ativos contra essa espécie (Dolan et
al., 2009).

A atividade da aspirina e do ibuprofeno foi avaliada frente a 10
diferentes isolado de C. neoformans e C. gattii demonstrando atividade e
ressaltando o sinergismo do ibuprofeno com fluconazol e anfotericina B
(Ogundeji et al., 2016). Ogundeji e colaboradores em 2017, revelaram
atividade anti-Cryptococcus de dois antipsicoticos (quetiapina e olanzapina)
e atividade sinérgica com fluconazol e anfotericina B de ambos os farmacos.

Em vista da dificuldade de tratamento efetivo para criptococose e de

sua importancia em termos de morbidade e mortalidade, em particular em
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pacientes com aids, torna-se necessario ampliar o espectro terapéutico para

a doenca, seja por avaliacdo de compostos inéditos ou reposicionados.

1.6. Modelos de experimentacao animal

A busca por modelos alternativos in vivo para a substituicdo ou
complementagcdo dos estudos em mamiferos é ardua. S&o encontrados
varios estudos em fungos de importancia médica em animais nao
vertebrados, como exemplos, podemos citar: em larva de Galleria
mellonella, mosca da Drosophila, nematédeo Caenorhabditiselegans,
amebas do solo Acanthamoebacastellanii e Dictyosteliumdiscoideum, bicho
da seda Bombyx mori, mosquito Culex quinquefasciatus, barata alema
Blatella germéanica (Lionakis, 2011). O grupo dos insetos é o de mais
sucesso e sao encontrados em quase todos os habitats (Kavanagh e
Reeves, 2004).

O modelo de Galleria mellonella (Figura 5) pode ser utilizado para o
estudo da eficacia in vivo de agentes antifungicos (Mylonakis et al., 2005). O
primeiro patégeno fungico humano a ser descrito nesse modelo foi Candida
albicans, onde o desafio foi estudar a susceptibilidade da larva ao fungo e
reconhecer as cepas de C. albicans em patogénicas ou n&o-patogénicas
(Cotter et al., 2000).

Caracteristicas do modelo em G. mellonella em comparacdo a
mamiferos: sdo mais baratas e facil de manter, ndo € necessario o uso de
laboratorio e nem de equipamentos especializados, e até 0 momento nao
necessitam de aprovacdo de Etica. O modelo também permite estudos de
high throughput screening em larga escala que ndo seria ético ou
financeiramente possivel utilizando mamiferos (Fuchs et al., 2010; Tsai et
al., 2016). Uma caracteristica importante deste modelo € que, pode ser
facilmente inoculado com doses precisas dos patdgenos, permitindo
comparar a viruléncia das cepas e mutantes, além de possibilitar a medida

de fatores chave no desenvolvimento de medicamentos, incluindo resposta
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imunoldgica do hospedeiro, a eficacia, e toxicidade (Pukkila-Worley et al.,
2009; Chamilos et al., 2007; Sabiiti et al., 2011; Campion et al., 2016).
O Quadro 1 aprensenta estudos relacionados ao tratamento da

criptococose com farmacos e outros compostos em modelo de G. mellonella.

Figura 6. Larvas de Galleria mellonella durante alimentacdo (esquerda) e
larva de coloragéo parda, selecionada para inoculagéo experimental.
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Quadro 1. Estudos relacionados ao tratamento da infeccdo causadas por agentes da criptococose com farmacos e outros
compostos em modelo experimental n&do vertebrado de Galleria mellonella

Cryptococcus i .
Autor In6culo Farmaco Dose ne° larvas Tratamento Tempo
spp.
C. gattii
Palanco et 10puL (1X106 3-hydroxychalcone 10puL (2, 80 and 160 mg/kg) 16/grupo . . .
(ATCC 56990 e . Apos a infecgéo 7 dias
al., 2017 ] cels/larva) Anfotericina B 10puL (2mg/kg) (150mQ)
isolado 118)
10uL AmB (0.5,1,2e
_ 4mg/kg)

Sangalli - -

Leite ot al C. neoformans 10pL (1X106 Pedalitina (PED) 10puL PED (6.25, 15, 25, 40, 16/grupo 1h apés 7 di

eite et al., ias

2016 (ATCC 90112) cels/larva) Anfotericina B (AmB) 50, 100 e 200mg/kg) (150-200mg) infecgcéo
Combinacdo: AmB 0.3mg/kg
+ PED 10mg/kg
Anfotericina B (AB AB (1pg/g/larva Inicio p6s
Cérdoba et 10 uL ) (AB) (ugg ) . ~p )
C. neoformans Voriconazol (VZ) VZ (1ug/gl/larva) 60 inoculacéo, nos 15 dias

al., 2014 (1X108 cel/mL)

Fluconazol (FZ)

FZ (20pg/g/larva)

tempos 0 e 24h
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Cont. Quadro 1. Estudos relacionados ao tratamento da infeccdo causadas por agentes da criptococose com farmacos e outros

compostos em modelo experimental n&do vertebrado de Galleria mellonella

Cryptococcus i i
Autor In6culo Farmaco Dose ne° larvas Tratamento Tempo
spp.
Fluconazol (FCZ)
) ) FCZ (4mg/mL) 3
Vu e Gelli, C. neoformans 8 uL Astemizol (AS) 14 (300mg 48h apos a _
i ) AS (4 mg/mL) _ ~ 7 dias
2010 (H99) (1.2X108cels) Anélogo do astemizol +30mg) infecgcéo
A2 (10mg/mL)
(A2)
Anfotericina B (AmB) AmB (1.5mg/kg), inicio 48h apés i
12 a 16 (330 ) . Até evento
Fluconazol (FCZ) FCZ (14mg/kQ), a infeccao
o + 25mg) morte
Fluorcitosina (Fc) Fc (20mg/kg)
i 10 pL
Mylonakis et C. neoformans 4h antes do
1.2X108 o AM (20mg/kg),
al., 2005 (H99) Ampicilina (AM) - grupo
UFCllarva o AmB (1mg/kg), o
profilaxia profilatico;
o FCZ (14mg/kg), 12 a 16 (330 i
Anfotericina B (AmB) 4h apés
Fc (20mg/kg), +25mgQ) . .
Fluconazol (FCZ) L inoculacéo
o Combinacdo: AmB (1mg/kg)
Fluorcitosina (Fc) (grupo de
+ Fc (20mg/kg)
tratamento)
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo geral

Prospectar compostos ativos contra 0s principais agentes da
criptococose para aumentar a gama de opcles terapéuticas para essa

infeccéo.

2.2. Objetivos especificos

e Triagem antifungica, de compostos naturais, farmacos e compostos
sintéticos, sobre as espécies do complexo C.neoformans/C. gattii;

e Indicar a espécie com maior sensibilidade para os testes de efetividade
in vitro e in vivo e citotoxicidade in vitro;

e Selecionar compostos ativos para avaliagdo de efetividade, segundo
concentragfes: efetiva, minima inibitoria e fungicida minima;

e Analisar citotoxicidade e indice de seletividadedos3 compostos;

e Avaliar interacdo in vitro dos compostos com farmacos utizados no
tratamento de criptococose;

e Selecionar um dos compostos ativos para avaliar acao sobre viabilidade
celular em comparacdo com farmacos utilizados para tratamento da
criptococose;

¢ Investigar mecanismos de acao de um composto selecionado, quanto a
producdo de glucuronoxilomanana capsular, urease, espécies reativas
de oxigénio;

e Descrever alteracdes ultraestruturais por microscopia eletrénica de
transmissdo pos-exposicdo ao composto selecionado, e

e Pesquisar em modelo de experimentacdo alternativo de Galleria

mellonella, a acdo do composto selecionado na infeccéo criptocéccica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Cepas

Todas as cepas utilizadas no estudo foram semeadas em agar
cromogénico (CHROMagar Candida Medium, BD) para certificacdo de sua

pureza, antes dos testes.

a) Cryptococcus neoformans

A cepa-padrao C. neoformans tipo molecular VNI, sorotipo A, AFLP1,
mating type a, origem Sidnei, hospedeiro HIV positivo, fonte liquido
cefalorraquidiano, gentilmente, cedida pela Fundacdo Oswaldo Cruz do Rio
de Janeiro (FIOCRUZ-RJ) e determinada como WM148 por Dr. Wieland
Meyer (Universidade de Sidney, Australia) foi utilizada nos testes de triagem
de 42 compostos ativos, segundo metodologia AFST-EUCAST, para
farmacos (n=18), compostos naturais (n=23) e sintético (n=1).

b) Cryptococcus gattii

A cepa-padrdo C. gattii tipo molecular VGII, sorotipo B, AFLP6, mating
type «, origem Sidnei, hospedeiro imunocompetente, fonte liquido
cefalorraquidiano, gentilmente, cedida pela FIOCRUZ e determinada como
WM 178 por Dr. Wieland Meyer (Universidade de Sidnei, Austrdlia) foi
utilizada nos testes de triagem de 123 compostos, segundo metodologia
EUCAST- AFST, incluindo: farmacos (n=57), compostos naturais (n=37) e

sintéticos (n=29).

c) Outras cepas-padréo do complexo C. neoformans e C. gattii

Além das cepas citadas no item a e b, outras 10 cepas-padréo foram

utilizadas para definir a espécie mais suscetivel (menor valor de MIC) para
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melhor avaliagdo da atividade do mesmo. As cepas do complexo
C.neoformans gentilmente, cedidas pela FIOCRUZ, foram: H99 (VNI,
sorotipo A), B3501 (VNIV, sorotipo D), WM626 (VNII, sorotipo A), WM628
(VNIII, sorotipo AD) e WM629 (VNIV, sorotipo D). Complexo C. gattii:
WM179 (VGI, sorotipo B), WM175 (VGIIl, sorotipo B), WM779 (VGIV,
sorotipo C), NIH191 (VGIII, sorotipo C) e CBS (CDC R265, VGII, sorotipo B).

d) Candida krusei

A cepa-padrdo American Type Cultura Collection (ATCC® 6258) de C.
krusei foi utilizada em todos os testes, conforme recomendado no
documento de referéncia E. Def.7.1 (AFST-EUCAST, 2008).

e) Candida parapsilosis

A cepa-padrdo American Type Cultura Collection (ATCC® 22019) de
C. parapsilosis foi utilizada em todos os testes, conforme recomendado no
documento de referéncia E.Def.7.1 (AFST-EUCAST, 2008).

f) Candida albicans

A cepa utilizada pertence a colecao ao Laboratério de Biologia Celular
de Leveduras Patogénicas (BioCelP) do Instituto de Microbiologia Paulo de
Goes, Centro de Ciéncias da Saude da Universidade do Rio de Janeiro, e
tem a denominacdo C. albicans 11. A cepa foi utilizada como controle no

teste para verificacao da atividade da urease.

3.2Células de mamiferos

Células de tecido conjuntivo de camundongos NCTC clone 929 do
Americam Type Culture Collection (ATCC CCL1) foram fornecidas pela
Secao de Cultura Celulares do Instituto Adolfo Lutz (SP) e armazenadas em

nitrogénio liquido ou freezer a -70 °C. Foram mantidas, posteriormente, em
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meio M-199 suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB), sob

temperatura de 37°C em estufa com 5% de CO:..

3.3Triagem de compostos com ac¢do antifingicae sele¢cdo da espécie a

ser utilizada no estudo de efetividade, citotoxicidade e interacao

Foram avaliados 49 compostos de origem natural, 30 de origem
sintética e 75 farmacos, gentilmente cedidos pelos Prof. Dr. André Gustavo
Tempone (Laboratério de Novos Farmacos - Doencas Negligenciadas do
Centro de Parasitologia e Micologia do Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo),
Prof. Dra. Patricia Sartorelli (Universidade Federal de S&o Paulo,
Departamento de Ciéncias Exatas e da Terra, Campus Diadema) e Prof. Dr.
Jodo Henrique Ghilardi Lago (Universidade Federal do ABC, Centro de
Ciéncias Naturais e Humanas). A lista desses compostos, bem como a
estrutura quimica, quando disponivel, consta dos APENDICES 1, 2 e 3.

As cepas-padrao de C. neoformans (H99, VNI) e C. gattii (WM 178,
VGII) foram repicadas e mantidas sob temperatura de 30°C, em agar
Sabouraud sem cloranfenicol, 24 h antes do teste de triagem dos compostos
naturais, sintéticos e farmacos.

Os compostos foram preparados em solugdo-mae, em solventes
adequados (agua ou dimetilsulféxido) em concentracdes entre 30mM e
80mM. Flaconetes de 2 mL, contendo as solu¢des-mae foram armazenados
em freezer sob 20 graus negativos. O volume de cada frasco foi dependente
da disponibilidade de cada composto.

Antes da realizacdo do teste de triagem, um flaconete de cada
composto foi descongelado a temperatura ambiente e em auséncia de luz e,
a seguir, colocado no ultrassom (Ultracleaner 750A, Unique) e depois em
micro-centrifuga (UniSpin, Uniscience®) por 1 minuto, aproximadamente.
Cada composto foi, entédo, avaliado na concentracao unica 200 uM em meio
RPMI 1640 (Sigma®, EUA) frente as duas cepas-padréo.

Para tanto, foi utilizada a equagéo:

C1.V1=C2.V2, onde:
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Ci=concentragdo solugdo-mée; Vi=volume a ser utilizado da solugcdo-mae;
C2= concentracdo desejada (200 pM); Vz=volume final do pogo (200 pL)

O meio RPMI 1640, contendo glutamina e sem bicarbonato de sédio
foi diluido em tampao de &cido 3-(N-morfolino) propanosulfénico (MOPS),
pH 7,0.

Os testes foram realizados em placas de microtitulacdo de 96
orificios, fundo plano, tampadas e mantidas sob condicbes de assepsia.
Cada placa comportou 30 compostos, controle positivo de crescimento (sem
adicdo de compostos) e o controle-negativo (ou esterilidade, contendo meio
de cultura). As placas foram incubadas por 24h, sob 30°C e submetida a
avaliacdo sob microscopio invertido. O orificio contendo o controle-negativo
foi observado para comprovar auséncia de blastoconidios, assim como, o do
controle positivo presenca de blastoconidios, validando, desse modo, a
leitura de resultados. Cada orificio-teste, contendo um composto frente a
uma cepa-padrdo foi também observado para leitura parcial de resultado
indicando crescimento ou inibicdo celular. A seguir, corante azul de
resazurina (Sigma) foi adicionado (20uL) a cada orificio-teste e orificios-
controle para facilitar a observacéo de crescimento na leitura final, procedida
apos 20 h. Para tanto, foi utilizado um espectrofotbmetro sob filtro de 570nm
para medida da absorbancia de cada orificio que foi registrado em
impressora do aparelho. Apés a leitura automatizada foi realizada, também,
observacdo da coloracdo adquirida em cada orificio, sendo résea
caracteristica de crescimento da levedura e azul indicando inibicdo ou
auséncia de crescimento.

Os valores de absorbancia do controle-positivo foram comparados
aos dos orificios-testes para definicdo da atividade anti-Cryptococcus dos
compostos.

Nesta fase foram selecionados dentre os compostos ativos, 3
biguanideos (clorproguanil, cicloguanil e proguanil) e 2 compostos naturais
(laevicarpina e poligodial) para testes de efetividade e citotoxicidade. A
selecdo teve como base os critérios de: disponibilidade, Unica classe

farmacoldgica e possibilidade de reposicionamento.
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3.4 Selecao da espécie de Cryptococcus para avaliacdo de efetividade de

5 compostos ativos

3.4.1 Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (MIC) de

biguanideos

Os valores de MIC de 3 biguanideos-cicloguanil, clorproguanil e
proguanil- foram determinados pelo método de microdiluicdo em caldo
segundo procedimento do E.Def 7.2 (AFST-EUCAST, 2012). Os MICs de 3
farmacos foram determinados, do mesmo modo, para fins de comparacéo
de efetividade. Dez concentracfes (diluidas a razéo 2) utilizadas nos testes
de anfotericina B foram 0,0313 a 16 pg/mL e para fluconazol, 5-
fluorocitosina, cicloguanil, clorproguanil e proguanil foram iguais em 0,125 a
64ug/mL.

O inéculo foi preparado a partir de uma cultura de 24h em &agar
Sabouraud sem cloranfenicol. As colbnias foram suspensas em 5mL de
solucéo salina e o indculo ajustado para a escala 0,5 Mc Farland (1X10° a
5X10° cel/mL). Ap6s esse preparo, foi realizada diluicdo 1:10 em meio RPMI
1640 com 2% de glicose (Sigma), resultando em uma solucdo de 5X10° a
2,5X10° cel/mL. Foram dispensados 100uL do inéculo nas placas contendo
os antifungicos a serem avaliados. As placas foram incubadas por 48h sob
temperatura de 30°C e a leitura realizada em espectrofotometro (Titertek
Multiskan, Suécia). Os testes foram realizados em duplicata e adicionados
controle de crescimento (100uL in6culo + 100uL meio RPMI) na coluna 12 e
controle de esterilidade (200ul meio RPMI) na coluna 1 de cada placa. Para
controle de qualidade do teste foram utilizadas cepas-padrdo de Candida
krusei (ATCC® 6258) e Candida parapsilosis (ATCC® 22019).

Para um dos biguanideos —proguanil- foram determinados valores
de MIC frente a 12 cepas-padrao para selecdo da espécie mais sensivel-C.

gattii- que foi utilizada nos demais testes.

51



Um exemplo de placa de microtitulacdo utilizada para determinacao

de MIC consta da Figura 6.

TMJ”%A£M@@@
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Figura 7. Exemplo de placa de microtitulacdo para determinacdo de
concentracdo inibitéria minima (MIC), onde: pocos com turvacao indicam
crescimento fangico e pocos sem turvacédo (transparentes) indicam auséncia

de crescimento por acéo antifungica.

3.4.2 Determinacdo da concentracdo efetiva 50% (CEso) de 3

biguanideos, laevicarpina e poligodial

A determinacédo de CEso foi realizada com diluicbes seriadas (razdo
2) dos compostos na placa de microtitulagdo, resultando em 8
concentragcbes, a saber: 200uM, 100uM, 50uM, 25uM, 12,5uM, 6,25uM,
3,12uM e 1,56puM em volume de 100puL em meio RPMI 1640. Os in6culos
das cepas-padrao foram adicionados (100uL) a cada concentracdo dos
compostos. As placas foram incubadas por 24h, sob 30°C e submetida a
avaliacdo sob microscopio invertido. O orificio contendo o controle-negativo
foi observado para comprovar auséncia de blastoconidios, assim como o do
controle positivo, presenca de blastoconidios, validando, desse modo, a

leitura de resultados. Cada orificio-teste, contendo um composto frente a
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uma cepa-padrao foi também observado para leitura parcial de resultado
indicando crescimento ou inibicao celular (Figura 7).

A seguir, para determinagdo da viabilidade celular, foi realizado o
teste colorimétrico com a adicdo de 20uL de corante azul de resazurina
(Alamar Blue®, Invitrogen) em cada orificio-teste e orificios-controle,
novamente incubada. Apos 20h foi realizado leitura caracterizando o
crescimento da levedura com a cor résea e a cor azul indicando inibicdo ou
auséncia de crescimento. Ao final do ensaio, a leitura foi realizada por
absorbancia em espectrofluorimetro de placas (FilterMax F5 Multi-Mode
Microplate Reader) com filtro de excitacdo de 540 nm e emissao de 570 nm.

Os valores de absorbéancia do controle-positivo foram comparados
aos dos orificios-testes para definicdo da concentracéo inibitéria de 50% de
cada composto. Caso o0 CEso encontre-se no intervalo de duas
concentracfes, foi preparado um novo gradiente entre essas medidas. E,
assim, sucessivamente, até que o valor exato de 50% de inibicdo de
crescimento, em relacdo ao controle positivo, seja observado e definido o
CEso de cada composto. Todos os valores de absorbancia desta fase foram
inseridos no programa GraphPad Prism 5.0 para determinacdo do célculo
do CEso.

Figura 8. Exemplo de placa de microtitulacdo contendo teste de acgéo
antifingica com corante Alamar Blue®, para determinacdo de CEso, onde:
coloragdo azul indica auséncia de crescimento e rosa indica crescimento de

Cryptococcus spp.
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3.4.3 Determinacdo da concentracdo fungicida minima (MFC) de 3

biguanideos

A atividade fungicida foi determinada in vitro segundo procedimentos
e critérios descritos em Espinel-Ingroff (2001) e Cantén et al. (2004). Uma
aliquota de 20puL foi retirada de todos os poc¢os contendo as concentracdes
analisadas do teste de MIC. Cada amostra retirada foi semeada em uma
placa de Petri contendo 4gar Sabouraud dextrose sem cloranfenicol, a qual
foi incubada sob 30°C por 48h. Apos esse periodo foi realizada a contagem
de colbnias e calculado o indice de unidades formadoras de col6nias
(UFC/mL) para cada concentracdo. A MFC considerada foi a que resultou
em crescimento de até 0,1% (99,9% de morte) do niamero de coldnias
contadas na placa de controle positivo (sem composto).

3.4.4 Determinacdo da citotoxicidade e indice de seletividade (IS)

Para determinar citotoxicidade foram utilizadas células de mamiferos
como NCTC (Clone 929), cultivadas conforme descrito anteriormente e
aplicadas, na concentracéo de 6x10%/poco, em placas de 96 pocos contendo
os diferentes compostos diluidos, serialmente, em meio M-199 com 10% de
SFB. As placas foram, entdo, incubadas por um periodo de 24 h a 37°C em
estufa com 5% de CO2. A viabilidade celular foi determinada por ensaio
colorimétrico com uso de Alamar Blue®, ao final do ensaio. A leitura foi
realizada por absorbancia em espectrofluorimetro de placas (FilterMax F5
Multi-Mode Microplate Reader) com filtro de excitacdo de 540 nm e emisséo
de 570 nm (Gehrke et al., 2013). Como controle positivo foi utilizado células
nao tratadas (100% células vivas). Os ensaios foram feitos em duplicatas.

A seguir foi calculado o indice de Seletividade (IS) dos compostos

ativos selecionados, segundo Greco et al. (2010), através da seguinte razao:

IS = CCso em células de mamiferos

CEso do Cryptococcus sp.
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onde: CCso= concentracao citotoxica 50%; CE so= concentracao efetiva 50%

3.4.5 Avaliacéo de interacado in vitro entre 3 biguanideos e farmacos
utilizados na terapia da criptococose

O teste de combinacdo foi realizado por método de xadrez
(chequerboard) com cada composto ativo selecionado e um antifingico
tradicional em distintas diluicdes em placa de microtitulacdo. A técnica foi
realizada de acordo com o descrito em Cuenca-Estrella (2004).

As combinacdes estudadas foram: cicloguanil com FCZ, cicloguanil
com 5-FC, cicloguanil com AmB, clorproguanil com FCZ, clorproguanil com
5-FC, clorproguanil com AmB, proguanil com FCZ e proguanil com AmB.
Concentracdes de farmaco, de acordo com documento E. Def 7.1 (AFST-
EUCAST, 2008) foram utilizadas 0,0313 mg/L a 16mg/L para AmB e 0,125 a
64mg/L para FCZ, 5-FC e compostos ativos selecionados.

As diluicdes foram distribuidas em placa de microtitulagdo com 96
orificios na direcéo vertical e horizontal, referentes aos farmacos estudados.
Sendo, 50uL do farmaco 1, 50uL do farmaco 2 e 100uL do in6culo
dispensados em cada orificio.

A concentracao inibitéria fracionaria (FIC) é calculada pela divisdo
do MIC da combinagéo sobre o MIC do farmaco. O resultado do somatorio
dos dois valores de FIC é o indice da concentracéo inibitoria fracionéria
(FICI).

FIC = MIC do farmaco em combinacdo

MIC do farmaco sozinho

FICI = MIC do farmaco A em combinacdo + MIC do farmaco B em combinacao

MIC do farmaco A sozinho MIC do farmaco B sozinho

O valor de FICI <0,5 indica sinergismo, >4,0 antagonismo e entre
0,5 e 4, indiferenca (Odds, 2003).

55



3.5 Selecdo de um composto ativo para testes adicionais de efetividade in

vitro e in vivo

Frente ao valor de MIC encontrado para os 3 biguanideos e sob
critério de acessibilidade comercial do composto p.a. o farmaco proguanil foi
definido como composto selecionado para testes adicionais de efetividade in

vitro e in vivo.

3.5.1. Determinacdo do crescimento celular por absorbancia, pos

exposicao a proguanil

Os testes foram realizado no Instituto de Salud Carlos Ill, Centro
Nacional de Microbiologia, Sevicio de Micologia — Mahadajonda, Madri,
Espanha, na supervisédo do Dr. Oscar Zaragoza.

Para a realizacdo do teste de curva de crescimento foi utilizado a
metodologia de microdiluicdo do documento E. Def. 7.2 (AFST-EUCAST,
2012), com modificagbes nas concentracbes utilizadas na placa de 96
orificios. O inéculo de C. gattii foi de acordo com a escala 0,5 Mc Farland,
avaliado frente a 10 concentragbes de proguanil (Sigma-Aldrich, EUA),
realizadas a razao 2 (64ug/mL a 0,125ug/mL). A placa foi incubada a 30°C
com agitacdo moderada em espectrofotbmetro IEMS (Thermo Fisher
Scientific). A densidade 6tica foi medida a 540nm a cada hora por 48h. Os

dados foram analisados com o GraphPad Prism®.

3.5.2 Determinagéo da viabilidade celular pés-exposi¢éo a proguanil

Este teste foi realizado no Instituto de Salud Carlos Ill, Centro
Nacional de Microbiologia, Servicio de Micologia — Mahadajonda, Madri,

Espanha, na supervisdo do Dr. Oscar Zaragoza.
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Para o estudo da viabilidade celular de C. gattii foram utilizados os
farmacos nas seguintes concentragfes: proguanil (128ug/mL, 64ug/mL,
32ug/mL e 16ug/mL), fluconazol (32ug/mL) e anfotericina B (1ug/mL). Em
uma placa de 96 orificios foram dispostos em colunas os farmacos e suas
diferentes concentracdes, controle de crescimento (C. gattii e meio RPMI) e
controle de esterilidade (meio RPMI). O inéculo utlizado foi de 0,5
McFarland e volume final em cada orificio foi de 200uL. Nos tempos Oh, 24h
e 48h o volume foi retirado e semeado em placa de agar Sabouraud e
incubadas por 48h a 30°C.

3.6 Investigacdo de mecanismo de acao do proguanil

A possivel acdo do proguanil sobre alteragdo na producdo de
glucuronoxilomanana (GXM), urease e espécies reativas de oxigénio foi

avaliada.

3.6.1 Producao de glucuronoxilomanana (GXM)

Este teste foi realizado no Laboratorio de Biologia Celular de
Leveduras Patogénicas (BioCelP) do Instituto de Microbiologia Paulo de
Goes no Centro de Ciéncias da Saude — UFRJ, com o auxilio da Dra. Luna
Sobrino Joffe e supervisdo do Prof. Dr. Marcio L. Rodrigues.

Foi realizado um ensaio imunoenzimatico de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) , em duplicata, para detectar a presenca de GXM em
sobrenadante. Um cultivo de C. gattii foi realizado em caldo Sabouraud
(20mL) a 30°C sob agitacdo 150 rpm overnight. No dia seguinte, um inéculo
de 1X10’cels/mL foi realizado e adicionado ao meio RPMI 1640 com MOPS
e pH7, contendo proguanil na concentracdo de 64ug/mL. Essa amostra foi
incubada a 30°C e apoés o perido de 3, 6 e 24 h, aliquotas foram retiradas e
centrifugadas para a obtencéo apenas do sobrenadante. Em uma placa de
96 orificios foi realizada uma diluicdo inicial das amostras (1:50). O padrao

(GXM) foi diluido em PBS na concentracdo de 10ug/mL e adicionado 75uL
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nos primeiros pocos de cada diluicdo. Os pocos subsequentes foram
preenchidos com 50uL de PBS. Uma diluicdo seriada (1:3) foi realizada do
poco inicial para cada poc¢o seguinte. A placa foi incubada por 1 hora a 37°C.
Apébs esse periodo, o contetdo foi descartado e adicionado 200uL de PBS
mais 1% BSA em cada poco e a placa novamente incubada a 37°C por 1h.
Seguindo, a placa foi retirada e o conteudo novamente descartado. O
anticorpo anti-GXM foi diluido em PBS+1% BSA+ 0,05% Tween 20 na
concentracdo final de 1lug/mL e adicionado 50uL em cada pogo e
novamente a placa foi incubada. O conteudo da placa foi descartado e foi
realizada uma lavagem com 200uL de PBS+0,05% Tween 20, 3 vezes. O
anticorpo secundario foi diluido e conjugado a fosfatase alcalina na
concentracdo de 1ug/mL e 50uL adicionado a cada poco, placa incubada
por 1 hora a 37°C. Descartou-se novamente o contetudo da placa e realizada
uma tripla lavagem com 200uL de solugdo de PBS+ 0,05% Tween 20. Para
finalizar, foi adicionado a cada pog¢o 50uL do substrato paranitrofenilfosfato
(PNPP) na concentracdo de 1mg/mL, previamente diluido em tampdao
ELISA. A placa foi incubada novamente a 37°C e foi observada a cada
tempo até mudanca de cor entre as diluicdes. A leitura foi realizada no leitor
de microplaca (FilterMax5, Molecular Devices) no comprimento de onda de
540nm (Casadevall et al., 1992).

3.6.2 Producéo de urease

O teste de urease foi realizado, em duplicata, no Laboratério de
Biologia Celular de Leveduras Patogénicas (BioCelP) do Instituto de
Microbiologia Paulo de Goées no Centro de Ciéncias da Saude do Rio
Janeiro — UFRJ, com o auxilio da Dra. Luna Sobrino Joffe e supervisdo do
Prof. Dr. Marcio L. Rodrigues e a metodologia foi de acordo com o descrito
em Kwon-Chung e colaboradores (1987).

Um meio liquido, contendo uréia, foi preparado ao dobro da

concentracdo, contendo: uréia (4,0 g), extrato de levedura (0,02 g), vermelho
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de fenol (2,0 mg), KH2PO4 (0,273g) e Na2HPO4 (0.285¢g). Os ingredientes
foram dissolvidos em 100mL de agua destilada, o meio foi filtrado e o valor
final de pH 6.8 foi medido. Para iniciar o teste, foi realizado cultivo de C.
gatti em meio YEPD liquido por 24h a 30°C e contagem de células, em
camara de Neubauer, para padronizacdo da concentracdo celular em
1x10’cel/mL. A suspensdao foi, entdo, agitada e 1mL foi adicionado ao meio
de uréia. Aliquotas de 200uL foram adicionadas a uma placa de 96
orificios;a seguir, a placa foi incubada a 37°C e a leitura foi realizada apos
24h em leitor de microplaca (FilterMax5, Molecular Devices), sob
comprimento de onda de 540nm. A coloracdo vermelho magenta é
considerada para resultado positivo e a laranja/amarelo para negativo.
Controle negativo com cepa de Candida albicans e controle positivo com
cepa de C. gatti VGII ndo tratado foram processados nas mesmas

condicBes experimentais.

3.6.3 Producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Este teste foi realizado, em duplicata, no Instituto de Salud Carlos I,
Centro Nacional de Microbiologia, Sevicio de Micologia — Mahadajonda,
Madri, Espanha, na supervisdo do Dr. Oscar Zaragoza.

A deteccdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), foi realizado
com diacetato de dihidrofluoresceina (DHF, Sigma-Aldrich), o qual produz
fluorescéncia verde ap6s o ataque de ROS. Foi realizada uma cultura de C.
gattii (VGII) em 10mL caldo Sabouraud e colocada sob agitacdo a 30°C e
150 rpm overnight. As células foram lavadas 2 vezes com PBS e uma
suspensdo de 108 células/mL de C. gattii foi preparada em PBS e distribuida
em 5 tubos de ensaios. Diferentes concentragbes (64ug/mL, 32ug/mL e
16ug/mL) foram adicionadas as amostras, as quais foram incubadas a 37°C
por diferentes tempos (1h, 3h, 6h e 24 h). Além disso, anfotericina B
(1pg/mL) foi adicionado como controle positivo da producdo de ROS. Apos

cada periodo de incubacgéo, DHF foi adicionado na concentracéo de 40uM e
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as amostras foram incubadas a 37°C por 30 min. Em seguida, as células
foram fixadas com paraformaldeido 4% durante 30 min em temperatura
ambiente e depois lavadas com PBS. A fluorescéncia foi quantificada
utilizando citbmetro FacsCalibur (canal FL-1, CellQuest; BD Biosciences).
Os dados foram processados utilizando o software FlowJo 7.1.6 (OR, EUA).
Controle de células em meio PBS ndo expostas ao proguanil (controle
negativo) e anfotericina B foram incluidas como controle positivo. (Mesa-
Arango et al., 2014; Sangalli-Leite et al., 2011).

3.7 Analise de alteracfes ultraestruturais por microscopia eletrénica de

transmissao (MET) pés-exposi¢cao a proguanil

O MET foi realizado na Espanha em colaboragdo com o Dr. Daniel
Lugue Buzo e a técnica Maria Carmen Terron Orellana da Unidad de
Microscopia Electrénica y Confocal e do Dr. Oscar Zaragoza, Laboratério de
Micologia — Centro Nacional de Microbiologia, ISCIIl, Majadahonda — Madri.

Um cultivo de C. gattii foi realizado em caldo Sabouraud (20mL) a
30°C sob agitacdo 150 rpm overnight. No dia seguinte, um inéculo de
1X107cels/mL foi realizado e adicionado ao meio RPMI contendo proguanil
na concentracao de 64ug/mL. Essa amostra foi incubada a 30°C e apés o
perido de 3, 6 e 24 h, uma aliquota foi encaminhada para a Unidade de
Microscopia Eletronica e Confocal do ISCIIl. O teste foi realizado em

duplicata segundo Zaragoza et al., 2010 e Mesa-Arango et al., 2016.

3.8 Avaliacdo de efetividadede proguanil in vivo em modelo alternativo de

Galleria mellonella

Todos os estudos em modelo alternativo de G. mellonella foram
realizados no Laboratério de Interacdes Microbianas (Laboratorio 29) do
Departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Sao Paulo

- Campus Diadema, sob a supervisédo do Prof. Dr. Marcelo Vallim.
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3.8.1 Procedimentos para determinacdo do indculo e infeccéo

experimental

A analise da viruléncia foi conduzida em Galleria mellonella
segundo Mpylonakis et al., 2005. A cepa-padrdao de C. gatti (VGII) foi
cultivada em 5mL de meio YPD (yeast potato dextrose) por 16-18h sob
agitacdo (150 rpm). Posteriormente, as células foram coletadas por
centrifugacéo, lavadas duas vezes em PBS estéril e ressuspendidas em
PBS contendo ampicilina (20mg/kg) nas concentracdes de 1x103 cel/mL a
1x107 cel/mL. As lagartas foram separadas em 6 grupos com 16 lagartas
com peso médio de aproximadamente 200mg. O volume de 10uL de cada
suspensao foi inoculada com uma microseringa Hamilton na regido da ultima
propata direita da larva, nos respectivos grupos. Foi utilizado um grupo
controle onde apenas foi inoculado meio PBS. Em seguida, as larvas
infectadas foram depositadas em placas de Petri de vidro (15mm de
didametro) e incubadas a 30°C durante 7 dias. A avaliacado do experimento foi
através da observacdo diaria das larvas por movimentos espontaneos ou

provocados.

Figura 9. Inoculacdo de C. gattii VGII em G. mellonella na regido da ultima

propata da larva
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3.8.2 Ensaio de toxicidade dos farmacos

Para o0 ensaio de toxicidade foram separados em 5 grupos
experimentais e 2 grupos controle, com 5 larvas de peso médio aproximado
de 200mg. Os farmacos e doses utilizados foram: anfotericina B (1mg/kg),
proguanil (2,9 mg/kg), fluconazol (14mg/kg) e associacdo de proguanil +
anfotericina B (1,45mg/kg; 0,5mg/kg) e proguanil + fluconazol (1,45mg/kg;
7mg/kg). Foram utilizados 2 grupos controle: um inoculado apenas com PBS
e outro com suspensédo de C. gattii (1x107 cel/mL) sem tratamento.

Os farmacos, PBS e suspensédo de C. gattii VGII foram injetados em
volume de 10uL na regido da ultima propata direita. Apds esta etapa as
larvas foram dispensadas em placas de Petri de vidro, incubadas a 30°C e

observadas, diariamente, por 7 dias.

3.8.3 Tratamento

ApOs 24 h da inoculacéo, foi realizado o tratamento com volume de
10uL de cada farmaco, na ultima pro-pata do ladoesquerdo de cada larva
separada em cadaum dos 5 grupos. Os antifingicos e doses utilizadas para
tratamento foram aquelas ensaiadas no estudo de toxicidade. As solucdes
de trabalho foram utilizadas a partir da solucao estoque de cada farmaco. Os
grupos foram armazenados em placa de Petri de vidro a 30°C. A observacgéao
de vitalidade foi realizada, diariamente, até completar 7 dias, segundo
parametros de alteracéo de cor e diminuicdo de mobilidade.

Frente a ocorréncia de escurecimento da cor ou visivel diminuicao
de mobilidade ou, mesmo, imobilidade da larva, esta era excluida do grupo,

compilado o dado de mortalidade para preparo das curvas de sobrevida.
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3.8.4 Unidade formadora de col6nias (UFC/mL)

Para realizagdo da contagem de unidades formadoras de colbnias,
foram criados 7 grupos contendo 6 larvas em cada. Foram realizados a
inoculacéo e o tratamento dos respectivos grupos, como descritos nos itens
anteriores. Dois grupos controle foram separados: um inoculado com PBS e
outro com a cepa de C. gattii (VGII) sem tratamento. Os outros grupos foram
inoculados e tratados com fluconazol, proguanil, anfotericina B, associagao
de proguanil com fluconazol e associacdo de proguail com anfotericina B
nas mesmas concentracdes utilizadas no ensaio de toxicidade.

Apbs 24h e 48h do tratamento, 3 larvas de cada grupo foram
sacrificadas por congelamento a -20°C seguido de maceramento em 1 mL
de PBS. A sequir, diluicdes 1:100 e 1:1000 foram realizadas com PBS e 100
uL de cada suspensao diluida eram semeados na superficie de agar
Sabouraud com cloranfenicol dispensado em placas de Petri. As placas
semeadas foram, entéo, incubadas a 30°C por 48h.

O numero de unidades formadoras de colbnias foram contadas e
compiladas em planilha para analise comparativa com ufc/mL derivadas das
larvas sem tratamento (grupo controle positivo). A analise estatistica foi de
acordo com a analise de variancia (ANOVA) com nivel de significAncia em
5%.
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4 RESULTADOS

A fase de triagem resultou na analise de 154 farmacos e compostos
analisados frente a C.neoformans ou C. gattii, sendo: 75 farmacos, 30
compostos sintéticos e 49 naturais. De 75 farmacos, 3 (4%) apresentaram
atividade, nenhum composto sintético foi ativo e de 49 compostos naturais,
15 (30,6%) foram ativos.

4.1 Triagem de acédo antifUngica de compostos naturais e farmacos ativos

Os compostos naturais ativos, na maxima concentracdo analisada
de 200 uM frente a C. gattii, foram: A 2908, Al 0109, An 0508, E 1108, PHB
Bu 01, PMH-3, PMH-6, BA 6, BA13, BA18, BA22, BA30, 2A/106/1,
laevicarpina e poligodial. Os 2 ultimos compostos, com disponibilidade de
maior volume, foram selecionados para avaliagdo mais detalhada.
Laevicarpina e poligodial apresentaram, respectivamente, valores de CEso
de 7,92 uM e 2,18 uM e CCsp 337,71uM e 165,96uM. Os ISs foram de 42,64
para laevicarpina e 76,12 para poligodial. Os resultados foram apresentados
no “9th International Conference on Cryptococcus and Cryptococcosis, 15-19
May, 2014, Amsterdam - Netherlands”.

Os 3 farmacos ativos foram cicloguanil, proguanil e clorproguanil.
Os parametros para cicloguanil foram: CEsp 11,33 puM, CCs0>200 pM,
IS>17,65. Para proguanil os achados foram: CEso 23,87uM, CCs0>200uM,
IS >8,37. Para o clorproguanil os resultados foram: CEso 9,39 uM, CCso
30,21 uM, IS 3,21.

Os resultados destes 3 farmacos ativos e dos 2 compostos naturais
ativos, estao apresentados na Tabela 1.

A Figura 9 ilustra as curvas de dose-resposta indicando efeito
concentracdo-dependente para 5 compostos ativos frente a cepa-padréo de
C. gattii VGII.
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Tabela 1. Atividade anti-Cryptococcus gattii de farmacos e compostos

naturais
Compostos Estrutura quimica CEso (M) CCso (UM) IS
IC 95% IC 95%
Laevicarpina ) 7,92 337,71
. 42,64
) (5,62 -11,14) (235,42 —484,51)
u N\
Poligodial G 2,18 165,96
o ] 76,12
7 1 =~ (1,28 -3,58) (139,93 -196,77)
N/L“‘N
Cicloguanil J/\-\N/L\N.u 11,33
T >200 >17,65
N (9,08 —14,13)
)
|
A
_ A 23,87
Proguanil o >200 >8,37
rﬁ-\] (22,94-24,84)
|
Q‘
Clorproguanil “\wJ\N-“ 9,39 30,21 301
" (7,.9-11,16) (27,41 — 33.30) ’

CEsp, Concentracao efetiva 50%; 1C95%, Intervalo de Confianca 95%; CCso, concentracdo
citotoxica 50%; IS, indice de Seletividade
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Figura 10. Curvas dose-resposta de sobrevivéncia de C. gattii VGII frente a
concentracbes de 5 compostos: poligodial, laevicarpina, cicloguanil,

proguanil e clorproguanil.
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4.2 Determinagcdo da concentracdo inibitéria minima (MIC) de

biguanideos

Testes iniciais de MIC com 12 cepas-padrao de C. neoformans e C.
gattii foram realizados com proguanil, um dos 5 farmacos ativos e
selecionados na fase de triagem com maior disponibilidade. Os resultados
indicaram ser C. gattii a espécie mais sensivel e, portanto, a que foi utilizada
para na busca de mecanismo de acao antifungica deste biguanideo (Tabela
2).

Os resultados de MIC de C. gattii com proguanil (MIC 16 pg/mL),
comparado com os de cicloguanil (MIC 32 pg/mL), clorproguanil (MIC 32
pg/mL), anfotericina B (MIC 1upg/mL), 5 fluorcitosina (MIC 4pg/mL e
fluconazol (MIC 1 pg/mL) constam da Tabela 3, assim como, os valores

frente as cepas-padrao de Candida.

4.3 Determinacdo da concentracdo fungicida minima (MFC) de 3

biguanideos

Os resultados de MFC para osfarmacos cicloguanil, proguanil e

clorproguanil, foram idénticos ao MIC no valor de 32ug/mL.
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Tabela 2. Concentragao inibitéria minima (MIC) de 12 cepas-padrédo dos

complexos C. neoformans/C. gattii para o farmaco proguanil

Complexos | Cepas-padréo Tipos Sorotipos MIC proguanil
moleculares (ng/mL)
WM148 VNI A >64
" WM626 VNII A >64
é WM628 VNII AD >64
© 8 WM629 VNIV D 32
2 H99 VNI A >64
NIH B3501 VNIV D 64
WM179 VGI B 32
WM178 VGl B 16
— WM175 VGl B 32
§, WM779 VGIV C >64
O NIH191 VGl C 32
CBS 10514 VGl B 16
(R265)

WM: Wieland Meyer; NIH: National Institutes of Health; CBS: Westerdijk Fungal Biodiversity Institute

Tabela 3. Concentracdo antifangica minima (MIC) de 6 farmacos de cepas-

padrao

MIC (ug/mL)de antifangicos
Cepas-padréao

Cicloguanil Clorproguanil  Proguanil AmB 5-Fc FCz

C. gattii (VGII) 32 32 16 1 4 1

C. krusei
(ATCC 6258)
C. parapsilosis
(ATCC 22019)

NA NA NA 4 16 NR

NA NA NA 2 0,125 2

AmB, anfotericina B; 5-Fc, 5 fluorcitosina; FCZ, fluconazol; NA, ndo ativo até a maior concentragcdo

avaliada; NR, ndo realizado, desde que, C. krusei € intrinsicamente resistente a FCZ
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4.4  Avaliacdo de interacdo in vitro entre 3 biguanideos e farmacos

utilizados na terapia da criptococose

As combinagbes entre os farmacos resultaram nos valores
explicitados na Tabela 4 que revelaram resultado de sinergismo entre
clorproguanil e fluconazol, e indiferenca nas outras associacdes. Tendo
como base o MIC e FIC de cada farmaco, calculou-se o FICI de cada
associagao. Para FCZ, foi encontrado FIC de cicloguanil, proguanil e
clorproguanil, respectivamente, de 32ug/mL, 2 pug/mL e 8 pg/mL, com FICI
de 2 pg/mL, 2,12 pg/mL e 0,5 pg/mL. Com 5-Fc e cicloguanil e 5-Fc com
clorproguanil, observou-se FIC, respectivamente, de 32 pg/mL e 16 pg/mL,
com FICI de 1 pg/mL e 0,56 pg/mL. Para AmB, obteve-se FIC de
cicloproguanil, proguanil e clorproganil, respectivamente, de 32 pg/mL, 0,03

pug/mL e 16 pg/mL, com FICI de 2 pg/mL, 1 ug/mL e 1,5 pg/mL.

Tabela 4. Resultados de interacdes entre farmacos tradicionais e
biguanideos, frente a C. gattii VGII

MIC MIC
Farmaco Farmaco FIC FIC
de de FICI Interpretacéo*
A B A B
A B
Cicloguanil 32 32 1 2 I
Proguanil 16 FCZ 1 2 2 212 I
Clorproguanil 32 8 025 05 S
Cicloguanil 32 32 0,25 1,06 I
. 5-Fc 4
Clorproguanil 32 16 0,25 0,56 I
Cicloguanil 32 32 025 2 I
Proguanil 16 AmB 0,25 0,03 0,25 1,0 I
Clorproguanil 32 16 025 15 I

MIC, concentracdo inibitéria minima (em pg/mL); FCZ, fluconazol; 5-Fc, 5-fluorocitosina;
AmB, anfotericina B; FIC, concentracéo inibitéria fracionada; FICI, indice de concentracéo
inibitéria fracionada; |, indiferente; * Interpretacdo: FICI<0,5 sinergismo (S), FICI>4
antagonismo (A) e FICI 0,5 e 4 indiferente (I) (Odds, 2003)
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4.5 Determinagéo do crescimento celular por absorbancia, pés exposicao

a proguanil

Representadas na Figura 10, as curvas ilustram o crescimento de C.
gatii VGII em cada uma de 10 concentragcdes (64 a 0,125ug/mL) de
proguanil, de acordo com o tempo. Nas concentracdes de 64, 32 e 16ug/mL
0 crescimento é menor, em relagdo aos observados nas demais
concentracdes. As concentragbes de 8 ug/mL a 0,125ug/mL néo inibiram
crescimento de C. gattii, revelado pelas curvas em tendéncia ascendente

como o controle positivo sem o farmaco.

Concentragdes

(ng/mL)
0,160
0,140 64
0,120 / A
0,100 7 /. 8

D.O

0,080
/ ,
0,060 1

0,040 / / N \ A 0:25
0,020 | _/ 0.125
_/_ e

0,000 rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr1ro1rrorroTil
1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45 49

Tempo (h)

Figura 11. Curvas de crescimento de C. gattii VGII sob 10 concentracdes de
proguanil (ug/mL), em funcao do tempo, monitorada por leitura de densidade
optica (D.O) a cada hora. Linha preta: controle positivo de crescimento sem

adicdo de farmaco.
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4.6 Determinacédo da morte celular pés-exposicéo a proguanil

O teste de morte celular, conhecido como time kill curve, foi
realizado em C. gattii VGII com os farmacos: proguanil em diferentes
concentragcbes (128ug/mL, 64ug/mL, 32ug/mL e 16ug/mL), fluconazol
(32ug/mL, controle de acdo fungistatica) e anfotericina B (1ug/mL, controle
de acéo fungicida). As contagens das col6nias foram realizadas nos tempos
Oh, 24h e 48h e exposicao.

Fluconazol provou diminuicdo no numero de colbnias, a partir de
24h, e apos esse periodo as coldnias continuaram essa tendéncia mas ndo
desapareceram até o periodo de 48h que foi o tempo limite do teste.
Anfotericina B foi eficaz as 24 h na inviabilizacdo das células. O proguanil
mostrou um desempenho semelhante nas diversas concentracdes
analisadas, com diminuicdo de colbnias apds 24h e 48h de exposicdo. O
comportamento do fungo frente ao proguanil, comparado aquele frente aos

farmacos fluconazol e anfotericina B, indica acdo fungicida (Figura 11).

2,50E+04

2,00E+04

—C

1,50E+04 ww—Proguanil 128ug/mL

UFC/mL

e Proguanil 64pg/mL

=P roguanil 32pug/mL

1,00E+04 NS w==Proguanil 16pg/mL

5,00E+03 \

0,00E+00 T Tempo
0 24 18

e Fluconazol 32ug/mL

=== Anfotericina B 1ug/mL

Figura 12. Time kill curve de C. gattii VGII, sob 4 concentracbes de

proguanil, fluconazol e anfotericina B, durante 48 h.
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4.7  Producédo de glucuronoxilomanana (GXM)

O sobrenadante das células de C. gattii tratadas com proguanil
64ug/mL foi utilizado para quantificar GXM por técnica de ELISA. Na Figura
12, sdo observados os resultados. O primeiro grafico (A) representa a
concentracdo de GXM nas células ndo tratadas (controle), apds diferentes
tempos e maior concentracdo € observada as 24 h. O segundo gréafico (B)
representa a concentracdo de GXM em sobrenadante de cultura sob
tratamento com proguanil. Em comparagdo ao controle, ha maior
concentragdo de GXM ap0s 3h e 6h e diminuigdo apos 24h.

£ 14004 .
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E 12001 5
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Figura 13. Concentracdo extracelular de GXM em sobrenadante de cultura
de C. gattii VGII. Esquerda: células ndo tratadas tratadas com proguanil.

Direita: células tratadas com proguanil (64 pg/mL).

4.8 Producgéo de urease

A leitura do teste de urease, realizada apos 24h, indicou que néo ha

diferenca na atividade da enzima produzida por células n&o tratadas e por
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células tratadas com farmaco proguanil (64upg/mL), como ilustrado na Figura
13.

Cryptococcus
Candida albicans C"YP'QCOCCUS gattii VGII + 64 ug/
gattii VGII ml de farmaco
Ly SN -3

Meio

Absorbancia (560nm)

Figura 14. Quantificacdo de urease por absorbancia a. Da esquerda para
direita: meio de uréia sem inoculacdo, controle negativo com C. albicans
(UFRJ 11), controle positivo C. gattii ndo tratado e tubo-teste com C. gattii
VGII tratado com farmaco proguanil. b. Absorbancia (560 nm) das solucdes

controle negativo, controle positivo e tubo teste (p>0,05).

4.9 Producgédo de ROS

A Figura 14 representa resultados da exposi¢cdo ao proguanil apos 1,
3, 6 e 24h em diferentes concentragbes. Os controles positivo (1pug/mL de
anfotericina B) e negativo (PBS) foram inseridos na figura.

A primeira hora de exposi¢éo, nota-se que as curvas de deteccdo de
ROS sob exposicédo de proguanil ndo se deslocam para a direita, em fungéao
de emissdo de fluorescéncia, em relacdo ao controle negativo (PBS),
seguindo-se essa tendéncia nos demais periodos. Sob acdo de AmB, a
producdo de ROS ¢é, imediatamente, aumentada, demonstrada pelo
deslocamento para a direita e, apGs 6h e 24h, as células fungicas comecam
a deixar de produzir os radicais livres.
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Figura 15. Deteccédo, em citdmetro de fluxo (pelo canal FL1-H), de espécies
reativas de oxigénio em cepa de C. gattii VGII pds-exposicdo adistintas
concentracdes (cores) de proguanil, segundo tempo de exposi¢cdo (de cima
para baixo e da esquerda para direita: 1h, 3h, 6h e 24h). Controle positivo de

Amb, Anfotericina B, controle-negativo de PBS, solucao tampé&o fosfato.
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4.10 Analise de alteracbes ultraestruturais por MET pds-exposicdo a

proguanil

Na microscopia eletrbnica de transmisséo, células de C. gattii VGII
tratadas com proguanil (64ug/mL) apresentaram alteracdes estruturais ja no
tempo de 3h pos-exposicional. As mitocondrias das células tratadas
apresentaram-se aumentadas, apés 3 h de exposicdo, se comparadas as
das células-controle sem exposicdo ao proguanil (Figura 15). O reticulo
endoplasmatico liso apresentou-se desorganizado apds 6 h de exposicéo e
invaginacdes da membrana plasmatica foram observadas apos 24 h de
exposicao (Figura 16). A parede celular e nudcleo encontram-se sem

alteracdes nas células tratadas sob as condi¢c6es do experimento.
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Figura 16. Fotomicrografia de célula de C. gattii VGII exposta (acima) e nédo
exposta (abaixo) a 64ug/mL de proguanil por 3 h, onde: M, membrana

plasmatica; P, parede celular; Mi , mitocéndria; N, nacleo.
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Figura 17. Fotomicrografia de célula de C. gattii VGII exposta a 64ug/mL de
proguanil por 6h (acima) e 24 h (abaixo), onde: R é reticulo endoplasmatico

liso desorganizado e Inv € invaginacdo da membrana plasmética.

77



4.11 Avaliacao de efetividade de proguanil in vivo em modelo alternativo de

Galleria mellonella

4.11.1 Procedimentos para determinacdo do inoculo e infeccéo

experimental

O indculo de 1X107 cel/mL induziu morte larval a partir do 40. dia de
experimento e foi adotado para o ensaio de tratamento com proguanil,
fluconazol, anfotericina B e associagfes. A Figura 17 ilustra a sobrevida de
C. gattii.

FBS

LI

10%cels/mL

10%cels/mL

¥

10°cels/mL

10%cels/mL

%% sobrevivéncia

-= 10 cels/mL

Figura 18. Sobrevida de larvas de G. mellonella inoculada com suspensao
de C. gattii VGII em 5 distintas concentragdes. Linha preta, grupo controle

negativo inoculado com tampao fosfoto de sodio (PBS).
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4.11.2 Ensaio de toxicidade dos farmacos

Este teste foi realizado com o intuito de demonstrar algum possivel
efeito adverso dos farmacos utilizados no tratamento das lagartas. A Figura

18 demonstra os resultados obtidos neste ensaio de toxicidade.

100~ T Ty
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X 807 = C. gatti
®
2 604 FCZ
fg AmB
>
2 ud 4 Proguanil
c?) 20+ Proguanil + FCZ
Proguanil + AmB
c 1 1 1 1 1 1 1

Dias
Figura 19. Sobrevida de larvas de G. mellonella inoculadas com PBS
(controle negativo), com suspensao de C. gattii VGII (controle positivo), com

os farmacos fluconazol, anfotericina B, proguanil e suas associacfes, em

uma Unica concentracao.

4.11.3 Tratamento

O esquema terapéutico com farmacos, monoterapia e combinacao
(Figura 19), teve inicio apos 24h da infeccdo com a cepa de C. gattii VGII. O
grupo tratado com PBS permaneceu vivo até o ultimo dia do experimento, de
acordo com o esperado. O grupo larval infectado sem tratamento apresentou
morte a partir do 30. dia. Os grupos infectados e tratados apresentaram o

mesmo resultado e aqueles tratados com fluconazol, tanto em monoterapia
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guanto em combinacdo, apresentaram maior taxa de sobrevida no periodo
avaliado de 8 dias.

30°C

-~ PBS

-6~ C. gatti+Proguanil+AmB
8- C. gatti+Proguanil+Fcz
-= C. gattii (VGII)
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- C. gattii + Proguanil

—— C. gattii+Fcz

Dias

Figura 20. Curvas de sobrevida de larvas de Galleria mellonella inoculadas
com C. gattii VGII e tratadas com 5 esquemas terapéuticos. PBS, grupo
controle negativo inoculado com tampéao fosfoto de sédio.

4.11.4 Unidade formadora de colénias

Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 20. Ap6s o
periodo de 24h, o grupo tratado com fluconazol apresentou menor carga
fungica (p 0,004) em relacdo ao controle nao tratado. Apds 48 h, a carga
fungica do grupo controle foi similar (p 0,49) a obtida as 24h de inoculacéao;
0 grupo com fluconazol e o grupo tratado com proguanil apresentaram
menor carga fungica em relacédo ao controle (respectivamente, p 0,0203 e p
0,0296). Apb6s 72h a carga fungica do grupo controle sem tratamento foi
menor (p 0,0002) do que a observada as 24h ou 48h; nao houve diferenca

na carga fungica (p >0,99) entre os grupos: ndo tratado e tratados.
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Figura 21. Contagem de unidades formadoras de colbnias de larvas de G.
mellonella, infectadas com C. gattii VGII,em grupo controle sem tratamento e

grupos tratados com distintos farmacos, segundo tempo (h) de infeccéo
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5 DISCUSSAO

InfeccBes fangicas invasivas estdo entre as patologias importantes
nos dias atuais (Kwon-Chung et al., 2014). As causas dessa ocorréncia sao
varias, mas talvez a principal seja a alta tecnologia médica que permite
longevidade maior a pacientes imunossuprimidos (Perfect et al., 2015). Essa
populacao representa o grupo de maior risco para a invasao e disseminacao
de espécies fungicas da microbiota e do meio ambiente.

A criptococose tornou-se um patégeno da "nova-era" que atinge
todas as areas da clinica médica, tanto em paises em desenvolvimento
qguanto paises ricos, deixando de ser uma doenca rara, desde que, é
observada em pacientes imunocomprometidos, em particular aqueles com
aids (Perfect, 2014). A terapia da criptococose continua, nos dias de hoje,
insatisfatoria. Para essa grave doenca existem terapias estabelecidas em
guidelines, no entanto, a cura ou diminuicdo dos sinais e sintomas € meta
dificil de ser atingida. Recidivas e persisténcia da infeccdo, além de
sequelas sao ocorréncias comuns na criptococose; a sindrome da
imunorreconstituicdo inflamatéria, aumento da pressao intracraniana e
criptococomas necessitam de novas estratégias para melhor progndstico
dos casos (Perfect et al., 2010).

A problemética da terapia da criptococose estd, ainda, relacionada
aos antifungicos comercializados, pois estes possuem algumas limitacdes
como: alta toxicidade, custo elevado ou resisténcia clinica. Dadas as altas
taxas de mortalidade de pacientes submetidos ao tratamento para meningite
criptococica, a pratica clinica se beneficiaria muito da capacidade de prever
0s medicamentos a que uma infec¢cdo provavelmente responderia e a qual
dose seria efetiva. Isto seria particularmente vantajoso se pudesse ser
usado para limitar o tratamento com anfotericina B que é altamente toxico e
caro, para agueles pacientes que provavelmente ndo responderiam ao

fluconazol, reduzindo assim o0s custos, evitando efeitos colaterais
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desnecessarios e preservando o0s estoques de drogas em areas onde a
disponibilidade € baixa (Grossman e Casadevall, 2017).

As caracteristicas de um farmaco ideal com atividade anti-
Cryptococcus sao: atividade fungicida, penetracdo na barreira
hematoencefalica para passagem ao SNC, além de, ser de baixo custo, ser
de facil obtencdo, assim como administracdo simples, como a via oral
(Krysan, 2015). Os farmacos recomendados para tratamento da
criptococose estdo longe de serem ideais, além de serem antigos e em
namero restrito. A mais nova classe de antifungicos, as equinocandinas,
data do inicio dos anos 2000. Sua acéo esta direcionada enzima 1-3 beta
glucana da parede celular, que ndo é encontrada em células humanas e,
portanto, sua especificidade reduz o potencial dos efeitos colaterais toxicos;
no entanto, essa classe ndo apresenta acdo sobre o género Cryptococcus,
pela baixa concentracdo da enzima-alvo neste agente (Harvey et al., 2015;
Jonhson e Perfect, 2003).

Um dos principais obstaculos no desenvolvimento de medicamentos
antimicrobianos € a necessidade de uma atividade especifica direcionada a
alvos unicos de patégenos (Harvey et al., 2015; Jonhson e Perfect, 2003).
Os farmacos azdlicos tém novos representantes na clinica, posaconazol,
isavuconazol e ravuconazol, mas todos com 0 mesmo mecanismo de acao
para o qual ja foram descritas formas de resisténcia fungica, prevendo a
indesejada resisténcia clinica. O isavuconazol, ainda que, ndo aprovado
para tratamento de casos de criptococose, apresentou boa atividade in vitro
para C. neoformans, em estudo de Pfaller e colaboradores (2013), sendo
atualmente alvo de estudos adicionais para emprego na clinica.

Ao lado dos farmacos sintéticos disponiveis no mercado, plantas
medicinais tém base historica para cuidados a saude e representam uma
alternativa, muitas vezes, econdmica, acessivel e aplicavel a diversas
patologias, em especial, em paises em desenvolvimento. Plantas produzem
variedade de componentes medicinais que podem inibir o crescimento de
patdgenos e um numero consideravel de estudos foi conduzido para avaliar

a atividade antifungica de extratos e 6leos essenciais, de plantas medicinais.
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Produtos naturais possuem caracteristicas quimicas que influenciam a
avaliacdo da atividade antifingica, tais como liberacdo de constituintes
ativos, solubilidade, estabilidade, absorcéo e dissolucao (Negri et al., 2014).

Muitas vezes, quando se trabalha com compostos naturais a
etnofarmacologia é tomada como passo inicial, resultando em uma busca
mais racional de compostos ativos. Terapias de conhecimento popular e de
formulagdo caseira sdo usadas ha séculos e as espécies vegetais
relacionadas tém sido investigadas, extensivamente, quanto as suas
propriedades medicinais e potencial para farmacos naturais. No entanto,
essa estratégia nao foi aqui adotada e, por isso, os resultados na fase de
triagem foram surpreendentemente bons, frente ao encontro de compostos
ativos em quase 10% dos naturais e apenas 1,9% dos farmacos.

Como cepa-padrdo de C. neoformans VNI foi usado C. neoformans
H99 na fase de triagem. Apesar de ser padrdao de viruléncia, essa cepa é
estudada, extensivamente, ndo apenas em estudos de viruléncia, mas
também, em outros testes (Sionov et al., 2009; Varma e Kwon-Chung,
2010). A espécie representa o agente de criptococose mais frequente,
globalmente, incluindo o Brasil, C. neoformans VNI, pela importancia de sua
morbidade. Ainda que, a proporcédo de C. neoformans seja maior do que C.
gattii e variavel segundo o continente (Europa 68:1, Africa 33:1, Asia 7,6:1,
Ameérica Central e Sul 4,5:1, América do Norte 3,5:1; Oceania 1:1,5), C. gattii
€ considerada, nos dias atuais como espécie mais virulenta e resistente a
farmacos (Cogliati, 2013). No surto na ilha canadense, estendido para as
regibes vizinhas, incluindo Estados Unidos, C. gatti VGII resultou em
dezenas de casos e 8 Obitos. Soma-se a esses aspectos, o fato de C. gattii
causar doengas em individuos sem imunodepressao aparente, indicando ser
um patdgeno primario (Stephen et al., 2002; Hoang et al., 2004). C. gattii
VGIlI é importante em regides tropicais, como o Brasil, em particular na
regido nordeste, e farmacos ativos contra essa espécie seria de extrema
importancia no panorama nacional (Kwon-Chung et al.,, 1992; Lazera et
al.,1998; Hoang et al.,, 2004; MacDougall et al., 2007; Byrnes e Heitman,
2009; Byrnes et al., 2010).
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No estudo de CEso, MIC e MFC foi analisada a atividade antifungica
dos compostos ativos selecionados frente a C. gattii VGII, agente de
relevancia crescente a nivel mundial. Dentre 0os compostos naturais ativos
encontrados, o valor de CEso para poligodial e laevicarpina, frente a essa
espécie, foram: 2,18uM e 7,92uM, respectivamente. Poligodial é um
sesquiterpeno extraido da espécie Drymis brasiliensis, queé utilizada na
medicina popular devido a suas propriedades antialérgica, antiinflamatoria,
antinociceptiva e antiespasmoédica. Sua atividade antifngica foi
demonstrada, anteriormente, frente a fungos filamentosos (de Almeida Alves
et al., 2001). Frente a Cryptococcus spp. a acdo do poligodial foi,
anteriormente, investigada e comprovada por Lee et al. (1999) e a
concentracdo citotoxica foi de 165,96 puM e 6timo IS, no valor de 76,12.
Laevicarpina, isolada de Piper laevicarpo, nunca antes foi avaliada frente
aos agentes de criptococose e, apresentou CCso 337,71 uM e IS de 42, esse
composto apresenta potencial como um futuro protétipo farmacéutico.
Nenhuma atividade biolégica foi descrita na literatura para fungos,
demonstrando o ineditismo deste trabalho. Ha apenas um estudo avaliando
a atividade antitripanossoma, com valor baixo de IS 7 frente a formas
tripomastigotas de Trypanossoma cruzi (Maciel et al., 2015).

Para determinacdo da atividade antifingica, foram também
analisados os biguanideos: proguanil, cicloguanil e clorproguanil. Os valores
de CEso e CCso foram: 23,87uM e >200 uM para proguanil, 11,33 uM e >200
UM para cicloguanil, 9,39 uM e 30,21 uM para clorproguanil. Analisando-se a
estrutura entre os biguanideos e farmacos de acdo antifungica, verifica-se
semelhanca, apenas, na porcéo referente ao anel benzénico (seis atomos
de carbono e os seis atomos de hidrogénio em anel hexagonal). O proguanil
€ um proé-farmaco que é transformado em cicloguanil, tem efeito antimalarico
e, geralmente, é administrado em associagcdo a outros farmacos, como
cloroquina e atovaquona. Potente inibidor do receptor 5-HTs (antagonista)
(Carrington et al., 1951; Lochner e Thompson, 2014). A funcdo desses
receptores é mediar uma rapida ativagdo, dessensibilizacdo, corrente

interna, que é predominantemente transportada por ions de sodio e

85



potassio. Esses receptores sdo encontrados no sistema nervoso periférico e
central e intestino. Estdo localizados em muitas areas do cérebro, incluindo
cortex, hipocampo, ndcleo accumbens, substancia negra e area tegmental
ventral, com niveis mais altos no tronco encefalico, especialmente nas areas
envolvidas no reflexo de vomitos (Thhompson e Lummis, 2006). Pode ser
usado como monoterapia (ex. Paludrine®, AstraZeneca) ou em combinacao
(ex. Malarone®, GlaxoSmithKleine). Administracdo oral de 2 comprimidos
de 100mg, atinge o pico de 4,1uM na concentracao sanguinea ap6s 2 a 4 h
(Wattanagoon et al., 1987; Wattanagoon et al., 1993).

Esses compostos tém atividade antimaléarica, sendo cicloguanil um
metabdlito triazinico ciclico inibidor seletivo da enzima bifuncional
diidrofolato redutase/timidilato sintetase do plasmédio. A inibicdo da enzima
di-hidrofolato redutase (DHFR) plasmodial leva a deplecdo do folato, que é
um co-fator essencial na biossintese do acido nucléico e, consequente,
diminuicdo na sintese proteica. Os inibidores de folato tém longa historia de
farmacos anticancer e antimicrobianos, além de antiprotozoérios (Yuthavong
et al., 2012). A pesquisa de compostos apresentando semelhanca estrutural
com o cicloguanil levou ao desenvolvimento de outros inibidores da
diidrofolato redutase, como a pirimetamina. A substituicdo dialogénica, nas
posicoes 3 e 4 do anel benzeno, gera o clorproguanil (Nevill et al., 1988;
Keystone, 1990; Srivastava e Vaidya, 1999).

A atividade antifangica dos inibidores da enzima DHFR foi,
recentemente, observada frente a Candida albicans e C. glabrata (G-
Daynandan et al., 2014). No entanto, a seletividade da inibicdo para enzimas
fungicas, assim como para agentes parasitarios, ndo € muito diferente
daquela verificada para enzimas encontradas nas células de seres humanos
e estudos sobre modelagem conformacional s&o descritos na literatura, sem
ainda indicacéo clinica (Tawari et al.,, 2011). Pode-se tracar a hipotese de
que estes compostos tenham o mesmo alvo em células de Cryptococcus. De
fato, a enzima DHFR (~25 KDa) também ocorre em C. neoformans, segundo
um antigo estudo que nao teve desdobramentos para verificar diferencas da

enzima humana, para estimular possivel alvo terapéutico para criptococose
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(Sirawaraporn et al., 1993). Mas o interesse por antimalaricos no tratamento
de micoses invasivas esta em voga. Estudo recente de Mayer e Kronstad
(2017) descreve triagem em biblioteca quimica denominada PathogenBox
(MedicinesforMalariaVenture, Suica), na busca de identificar novos
compostos antifungicos. Os autores comprovaram ser 0 COMmMposto
MMV688271 (CisH1sNeOCI2) ativo (MIC <1 uM) frente a cepas de C. albicans
(SC 5314), C. neoformans (H99) e C. gattii (R265) (Mayer e Kronstad, 2017).

C. krusei ATCC 22019 e C. parapsilosis ATCC 6258 foram usadas
em todos os testes de suscetibilidade, elas foram introduzidas no estudo
porque sdo as recomendadas para controle de qualidade dos farmacos
antifingicos em métodos de referéncia CLSI e AFST-EUCAST. Elas foram
selecionadas, dentre um extenso grupo de leveduras, por serem as mais
estaveis, geneticamente, preservando o mesmo perfil de suscetibilidade a
antifangicos durante longos periodos e condi¢cdes de manutencédo (Pfaller e
Barry, 1995). C. krusei € resistente a fluconazol e C. parapsilosis sensivel a
este farmaco, e a suscetibilidade frente a cicloguanil, clorproguanil e
proguanil foi determinada, de modo inédito, neste estudo. As cepas-controle
de Candida ndo foram inibidas pelos biguanideos nas concentracfes
avaliadas. Foi notavel que estas duas espécies de Candida foram bem
menos suscetiveis aos compostos se comparadas a cepa de C. gattii.

Nas questdes técnicas, vale a pena ressaltar algumas observacdes
resultantes da experiéncia deste estudo. Nos testes de CEso, CCso, bem
como nos de triagem, foram utilizado o corante vital resazurina que é
metabolizado por mitocondrias. Este insumo tem vantagens de baixo custo,
leitura por colorimetria ou fluorescéncia, boa sensibilidade, mas apresenta
desvantagens como periodo de incubacdo as vezes longo como no caso
deste estudo em 20h, toxicidade ao manipulador, interferéncia na
fluorescéncia.

Os testes que avaliam o MIC variam no ponto de leitura de reacéo,
para azois a leitura € em 50%, como dito, 0 que permite a comparagdo com
CEso realizado com os compostos ativos selecionados. Isso se justifica pela

acao fungistatica dos azois que inibem, gradativamente, as cepas fungicas e
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que podem resultar em um crescimento residual acima do valor do MIC.
Deste modo, para contornar esse problema, denominado trailing, os testes
com azolicos e outros farmacos fungistaticos tém endpoint em 50% de
inibicdo, quando comparado com o controle positivo de crescimento.

Quando séo realizados testes de suscetibilidade antifangica com
farmacos fungicidas, como o farmaco poliénico AmB, o endpoint correto é na
ocorréncia de 100% de inibicdo de crescimento. No caso de AmB os valores
de MIC sdo em torno 0,25ug/mL a 1lug/mL frente a leveduras, incluindo
Cryptococcus spp. Os valores de MIC encontrados para clorproguanil e
cicloguanil foram idénticos em 32ug/mL e para proguanil 16ug/mL sendo alto
se comparado com os MICs encontrados para AmB. No entanto, observou-
se padrdo de inibicdo fungicida in vitro, ou seja, inibicdo drastica e completa
em determinada concentracdo, ao contrario do padrédo observado com
compostos fungistaticos de acdo gradual, como ja explicado. Importante
ressaltar que, os testes foram realizados dentro do rigor técnico e de acordo
com método de referéncia internacional, de modo a validar todos os
resultados e permitir a comparacdo com dados de literatura obtidos com
farmacos tradicionais, tanto azélicos, quanto AmB.

Linhagem celular NCTC de mamiferos foi utilizada para investigar a
acao citotoxica do cicloguanil, clorproguanil e proguanil e permitir o célculo
de IS. O calculo, que leva em conta a citotoxicidade para células de
mamiferos e para célula fungica, resultou em valor interessante para
cicloguanil de >17,65. O ideal para que um composto possa ser considerado
prot6tipo de um novo farmaco, ou no caso, valido para reposicionamento,
seu indice de seletividade deve ser maior ou igual a 10. O achado, portanto,
além de inédito é de grande interesse pois outros inibidores de folato néao
foram seletivos frente a C. neoformans e outros fungos, como Candida
albicans e P. carinii (Sirawaraporn et al., 1993). Citotoxicidade de outro
composto antimalarico (MV688271) também mostrou citotoxicidade para
linhagens murinas, mas com melhor seletividade (valores de IS>50) para
células de C. neoformans, incluindo valores de CCso para distintos tipos

celulares: 15,4uM para a linhagem MRC-5 de células de tecido pulmonar,
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16pM para macréfagos peritoniais de camundongos e 13,5uM para
macrofagos peritoniais murino (Mayer e Kronstad, 2017).

Para clorproguanil, de outro modo, o valor encontrado para IS foi
muito baixo (3), sendo considerado um composto com baixa seletividade e,
portanto, toxico. Resultado diverso deste poderia ter sido obtido se os
ensaios tivessem sido desenvolvidos com linhagens de outras células.
Outras opcbes seriam células de rim de mamiferos (HEK293), células de
figado de mamiferos (HEPGZ2), células de rins de macaco Vero ou de rins
felinos ou de bovinos, células humanas de tecido epitelial da cérvix (HelLa)
(Bagla et al., 2014; Hartland et al., 2015). As linhagens NIH/3T3 (fibroblastos
de camundongo), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano) e HPL1A
(epitélio periférico pulmonar humano), quando foram usadas em ensaios de
toxicidade para novo farmaco contra criptococose, mostraram sensibilidades
distintas e, portanto, valores de IS diferentes (Corson et al., 2016). Portanto,
a questdo metodolégica tem impacto importante nos resultados de
prospeccdo de farmacos. Ndo ha, até o momento consenso sobre qual
linhagem celular deva ser utilizada nos ensaios para medir citocoxicidade de
farmacos para criptococose. Uma das hipoteses da citotoxicidade do
clorproguanil é sua acao inibitéria da enzima-alvo DHFR, também presente
em células murinas (Hughes et al., 2015).

Os testes de combinacdo dos antimalaricos e farmacos tradicionais
indicaram sinergismo entre clorproguanil e fluconazol. Embora, os resultados
de FICI, de acordo com o critério adotado, indicaram interacéo indiferente
para a maior parte das combinag¢des avaliadas, de outro modo, um achado,
considerado de interesse foi 0 sinergismo encontrado na associacdo entre
clorproguanil e fluconazol. Os estudos de combinac¢ao farmacos antifangicos
convencionais com 0s biguanideos- proguanil, cicloguanil e clorproguanil-
tiveram como objetivo, empirico até o momento, atingir varios alvos
simultaneamente para inibir ou matar cepas de Cryptococcus spp. Um dos
maiores beneficios de tal estratégia € a descoberta de efeito sinérgico, ou

seja, quando o beneficio geral da combinacéo terapéutica é maior do que a
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soma dos efeitos de cada antimicrobiano isoladamente (Borisy et al, 2003;
Onyewu et al., 2007; Zimmermann et al, 2007).

O estudo de sinergismo visa gerar maior janela farmacoldgica e
reduzir a dose dos farmacos combinados e, portanto, possibilitar a reducéo
da toxicidade de cada um deles. Desse modo, o resultado da interacdo entre
clorproguanil e fluconazol foi de interesse e estimula estudos adicionais in
vivo para comprovar a vantagem da terapia combinada, observada in vitro,
sobre monoterapia. A busca de terapias combinatérias e possivelmente
multi-alvos é tendéncia atual e mundial (Borisy et al, 2003; Onyewu et al.,
2007; Zimmermann et al, 2007). Ainda € desconhecido 0 mecanismo de
acdo do clorproguanil na célula de Cryptococcus, mas supondo-se que seja
outro que o de fluconazol, a combinagdo destes compostos pode ser
vantajosa. As terapias combinadas que impactam alvos distintos, de uma s6
vez, sd0 menos propensas a estimular o desenvolvimento de resisténcia
medicamentosa e aumentar a eficacia terapéutica (Groll e Walsh, 2002;
Zimmermann et al., 2007).

A acédo do farmaco proguanil € observada logo nas primeiras horas
nas concentracdes acima de 8ug/mL, segundo as curvas de crescimento,
comprovando o exato valor de MIC. A dindmica da atividade anti-
Cryptococcus de proguanil foi, portanto, demonstrada reforcando a provavel
acao fungicida.

As acdes fungicidas de AmB e fungistatica de FCZ foram utilizadas
como parametros para monitorar a atividade de proguanil e os resultados
dos ensaios de viabilidade celular indicam comportamento, deste composto,
semelhante a da AmB, caracterizando acéo fungicida as 24h de exposicao,
independente da concentrac&o avaliada.

A secrecdo de diversos fatores de viruléncia € um mecanismo
utilizado por diferentes patdgenos para causar danos as ceélulas
hospedeiras. A infeccdo por Cryptococcus necessita de alguns mecanismos
patogénicos, incluindo producédo de enzimas lacase, urease e fosfolipases e

formacado de capsula, composta principalmente de GXM (Kwon-Chung et al.
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1982; Chang & Kwon-Chung, 1994; Cox et al. 2000; Cox et al. 2001; Zhu &
Williamson, 2004).

Os resultados obtidos através da deteccdo de GXM neste trabalho
demonstram alta concentragcdo de GXM secretada apds o periodo de 24h
em células ndo tratadas, e de uma maneira interessante, diminuicdo nas
células tratadas com proguanil. Este dado sugere que este composto pode
estar interferindo nas vesiculas que fazem o transporte de GXM. GXM é o
polissacarideo predominante (~90%) na capsula, secretado em culturas
fungicas e em fluidos e tecidos durante a doenca in vivo (Lee et al., 1996;
Yoneda e Doering, 2006; Nimrichter et al., 2007; Zaragoza et al., 2009).
GXM ¢ sintetizado no citoplasma da célula e transportado em vesiculas para
0 espaco extracelular, onde esta conectado a parede celular e utilizado para
aumento capsular (Feldmesser et al., 2001; Yoneda et al., 2006; Zaragoza et
al., 2006; Rodrigues et al., 2007). As vesiculas contendo polissacarideos em
C. neoformans parecem estar associadas ao Complexo de Golgi para ser
associado a secrecao derivada do aparelho de Golgi, derivando da via de
secrecédo (Yoneda et al., 2006).

A enzima de degradacdo, urease, tem um papel na patogenicidade
de Cryptococcus. A deteccdo da atividade da urease por ensaio
colorimétrico mostrou alta concentracdo nas células ndo tratadas com
proguanil, como esperado e, ao se realizar o tratamento na concentragéo de
64ug/mL, ndo se observou diferenca significativa na atividade dessa enzima,
indicando, dessa maneira, que o farmaco ndo deve atuar nessa via. A
urease catalisa a hidrélise de uréia para amobnia e carbamato, e em
condicOes fisiologicas essa reacdo pode resultar em um aumento de pH.
Grande parte de isolados clinicos de Cryptococcus produzem grandes
guantidades de urease (Cox et al.,, 2000). Atividades da enzima sao
importantes na propagacdo do fungo nos pulmdes e na habilidade de cruzar
a barreira hematoencefalica (Olszewski et al. 2004; Osterholzer et al. 2009;
Shi et al. 2010). Muitos fungos patogénicos possuem atividade da urease,

dentre eles C. neoformans, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum,
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Sporothrix schenckii e espécies de Trichosporon e Aspergillus (Cox et al.,
2000).

Para tentar elucidar um possivel mecanismo de agéo do proguanil, a
deteccdo de ROS foi realizada. Para AmB os resultados foram positivos e
para PBS foram negativos indicando o desempenho do ensaio. Os
resultados obtidos nesse estudo demonstram que ndo ha estimulo de
producdo de ROS por proguanil, independente, da concentracdo e tempos
de exposicédo. Para a deteccao de radicais livres o corante DHF foi eficaz,
indicando que AmB induziu forte explosédo oxidativa em C. gattii apos 1h e
diminuiu com o passar do tempo, como demonstrado em estudo prévio com
C. neoformans (Sangalli-Leite et al., 2011). O uso de diversas concentragdes
de proguanil durante diferentes tempos nos permitiu concluir que ndo ha um
stress oxidativo. A super producdo de ROS € modulada pela inducéo
repentina da atividade mitocondrial. O mecanismo de acdo mais conhecido
da AmB é sua ligacdo ao ergosterol no nivel da membrana celular, onde
induz a formacdo de poros e perda de integridade celular, porém outros
possiveis mecanismos de acao sao investigados e, um deles é a inducéo da
morte celular por caminhos apoptéticos ou necréticos que envolvem a
producdo de ROS, consequentemente causando um dano oxidativo e morte
(Phillips et al., 2003; Thevissen et al., 2007; Belenky et al., 2013).

MET provou ter grande valor na analise de quase todos os
componentes celulares, incluindo citoesqueleto, sistemas de membrana,
organelas, e bem como estruturas especializadas em sistemas
diferenciados. Ndo ha como observar a complexidade das células e suas
estruturas sem MET (Winey et al., 2013) que, neste estudo permitiu avaliar:
parede e membrana celular, reticulo endoplasmatico, mitocéndrias e nucleo
celular. O proguanil foi capaz de alterar a morfologia das células de C. gattii
na concentracao de 64ug/mL, logo apos 3 horas de exposicao.

Por MET foram verificadas invaginacbes da membrana plasmatica,
enquanto a parede celular e nucleo ndo apresentaram alteracbes sob acéo
do proguanil. Invaginagbes também foram observadas por Pereira e

colaboradores (2016) que evidenciaram desprendimento, ndo apenas da
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membrana plasmatica mas, também da parede celular e encolhimento
citoplasmatico resultantes do tratamento com 2 compostos eicosandides
acidos (do fungo endofitico Mycospharella spp.), frente a isolados de C. gattii
e C. neoformans. Na presenca de um dos compostos (myriocin), células de
C. gattii (ATCC 24065) mostraram invaginacdes na superficie celular e
danos na membrana celular, semelhante ao que aconteceu neste trabalho,
apos a exposicado de 24h, com o proguanil. As estruturas quimicas desses
compostos eicoisandicos sdo semelhantes aos esfingolipideos, importantes
para trafico na membrana celular. Lipideos desempenham uma funcao
subjacente e importante nos mecanismos que regulam a patogenicidade
fungica (Shea et al., 2006). Os metabdlitos de esfingolipideos atuam como
importantes moléculas de sinalizacdo e implicam em variedade de
processos celulares e fisiolégicos, incluindo proliferacdo, diferenciacdo e
apoptose (Miklosz et al., 2013; Spiegel e Merriell, 1996). De acordo com
Leiter e colaboradores (2005), este desprendimento celular € semelhante a
apoptose celular.

Alteracbes internas na forma de desarranjo do reticulo
endoplasmatico foram, ainda, verificadas. O reticulo é uma organela
dindmica com papéis essenciais na sintese de proteinas, modificacao,
secrecao, sintese lipidica, armazenamento de calcio e sinalizagdo (Cheon et
al., 2014). Muitas vezes, esta fortemente associado com quase todas aos
outros compartimentos dentro da célula, como membrana plasmatica,
ndcleo, mitocdndrias, vacuolos e peroxissomos (Ngamskulrungroj et al.,
2012). Ao contrério da extensa estrutura reticular em mamiferos do reticulo
endoplasmatico, esta estrutura tubular em leveduras esta localizada perto da
membrana plasmatica (Hu et al.,, 2011). Além de processos celulares
chaves, o RE de Cryptococcus parece ter um importante papel na
resisténcia a azoéis (Ngamskulrungroj et al., 2012). Em estudo de Chen e
colaboradores (2013), foram demonstradas rupturas na membrana
plasmatica em mutantes de calcineurina de C. gattii e C. neoformans a 37°C
guando comparadas as cepas-padrao de C. gattii (R265, R272, WM276) e

de C. neoformans (H99). A calcineurina, uma fosfatase ativada por
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Ca2+/calmodulina, é formada por uma subunidade catalitica, calcineurina A,
e uma subunidade regulatéria, calcineurina B. Todos 0s organismos
eucariotos possuem ao menos um gene codificando cada subunidade. A
ativagdo da calcineurina se da quando ha aumento dos niveis intracelulares
de Ca?*, e ligacdo do complexo Ca?*/calmodulina a subunidade A, o que
leva a alteracdo conformacional que expde o sitio ativo, cessando a auto-
inibicdo. Est4, também, estabelecido o papel da calcineurina na resposta a
estresse do reticulo endoplasmatico (Kissinger et al., 1995; Chen et al.,
2010). Foram demonstrados em diversos trabalhos que a calcineurina esta
envolvida em diversos fatores de viruléncia como: transicdo morfolégica em
fungos dimoérficos, crescimento a temperatura corporal de mamifero,
sobrevivéncia em soro e aderéncia em tecidos hospedeiros (Kwon-Chung et
al., 1982; Braun et al., 1997; Lo et al., 1997; Chen et al., 2010). No entanto,
estudos adicionais devem ser realizados para elucidar a acdo do proguanil
na membrana plasmética e, posteriormente, seu emprego na clinica. De
fato, a correlagdo dos resultados in vitro versus in vivo ainda é incerta para
diversos farmacos antifingicos.

A escolha do tratamento para infeccBes por Cryptococcus spp.
depende do sitio topografico e do estado imunitario do paciente. Ocorre em
3 fases: inducgéo, consolidacdo e manutencdo. Em regra, a primeira escolha
€ a anfotericina B, quando disponivel, e em seguida dos outros farmacos em
monoterapia ou associacdo. Devido a altas taxas de mortalidade em
pacientes submetidos ao tratamento da meningite criptococécica, a pratica
clinica seria beneficiada com a capacidade de prognosticar o0s
medicamentos em resposta a uma infeccdo e sua dose. Isto seria de
extrema vantagem se pudesse ser utilizado para limitar a alta toxicidade e o
tratamento de alto custo com anfotericina B daqueles pacientes os quais nao
respondem a terapia com fluconazol, desse modo reduzindo custos,
prevenindo efeitos adversos desnecessarios e preservando estoque de
farmacos em regides onde a disponibilidade €é baixa (Grossman e
Casadevall, 2017).

94



Para algumas espécies de Candida, de acordo com AFST-EUCAST,
os testes demonstraram ser ferramentas efetivas na tomada de decisbes
relacionadas ao tratamento e de acordo com os breakpoints propostos pelo
CLSI, 92% dos isolados susceptiveis ao fluconazol de Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida parapsilosis foram tratados com éxito com o
farmaco fluconazol, enquanto, o mesmo foi verdadeiro para apenas 37%
isolados resistentes. Nenhuma dessas previsdes, infelizmente, foi adequada
em estudos de sensibilidade a antifungicos para C. neoformans (Grossman
e Casadevall, 2017; Pfaller et al., 2012).

Estudos ndo encontraram a correlacdo entre os valores de MICs
com o resultado do tratamento com anfotericina B ou fluconazol e, ainda, ha
poucas evidéncias de que essas avaliacdes de padrdes de suscetibilidade
tenham aplicabilidade clinica (Grossman e Casadevall, 2017; Lee et al,
2012; Larsen et al, 2011; Dannaoui et al., 2006; Jessup et al., 1998). Fato
que, ndo h& breakpoints clinicos estabelecidos para Cryptococcus spp.
Diferencas de protocolos e metodologia, foram apresentados por alguns
grupos de pesquisadores, como razfes para esta falta de correlacao.
Porém, um raciocinio em potencial que ainda ndo foi explorado
adequadamente é a possibilidade de que as diferencas bioldgicas entre a
infeccdo in vivo do meio ambiente e a in vitro dos testes de suscetibilidade a
antifingicos levam a diferentes perfis de sensibilidade (Grossman e
Casadevall, 2017).

A procura de um paralelismo neste trabalho, foi realizado um estudo
in vivo de infeccdo de C. gattii e tratamento com farmacos e associacfes,em
modelo de G. mellonella. Até o presente momento, sado raros os estudos
semelhantes a este. Na andlise da sobrevida nos grupos de tratamento com
fluconazol, e nas associa¢cées do proguanil com a anfotericina B e proguanil
com fluconazol, apds infeccdo, ocorreu aumento de sobrevida quando
comparado ao grupo controle, indicando o potencial do proguanil, ndo
apenas como monoterapia, mas também, como terapia em associagao.
Melhora na sobrevida, foi relatada também em estudo de Palanco e

colaboradores em 2017, no tratamento com anfotericina B na infecg&o por C.
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gattii (ATCC 59660). Para C. neoformans, apenas 3 estudos de sobrevida
indicam eficacia do fluconazol (Cordoba et al., 2014, Vu e Gelli, 2010
Milonakis et al., 2005).

Um dos primeiros estudos de tratamento em modelo invertebrado de
Mylonakis e colaboradores (2005) demonstrou tendéncia sugerindo que a
monoterapia com fluconazol foi efetiva (p=0,072) e com anfotericina B a
sobrevida aumentou (p=0,001), ambos quando comparados ao controle. A
terapia de associacao de anfotericina B com fluorcitosina foi mais efetiva
(p=0,002) do que a terapia Unica com anfotericina B.

A atividade protetora do fluconazol na infec¢cdo experimental com G.
mellonella foi também observada em estudo de Vu e Gelli (2010), na terapia
de associacao do antifiingico fluconazol com os farmacos astemizol e seu
analogo A2 (p=0,019 e p=0,002, respectivamente) e, demonstrada em
estudo argentino apés 24h da inoculacdo com sobrevida larval de 15 dias e
para anfotericina e voriconazol, 7 e 14 dias, respectivamente (Cordoba et al.,
2014).

Em 2016, estudo de Sangalli-Leite e colaboradores, avaliaram a
eficacia de 3 farmacos frente ao isolado de C. neoformans (ATCC 90112). A
sobrevida foi aumentada nos grupos tratados com anfotericina B e do
composto analisado (pedalitina) com valor de p>0,05. Analisando a
sobrevida ap6s o0 5° e 6° dias, a sobrevida para anfotericina B foi de 50% e
18,7%, para pedalitina 26% e 0%, para a combinacao foi maior do que 56%
até o final do experimento.

Em relacdo a carga fungica, foi notéria a acdo do proguanil, na
reducdo da infeccdo larval apds 48h de tratamento. A eficacia desse
composto foi comparavel a observada para fluconazol. Reducdo de carga
fungica foi demonstrado em estudo com anfotericina B (p<0,05) ap6s 48h
em isolados de C. gattii (Palanco et al., 2017). Neste trabalho, apds 72h de
tratamento, foi inesperado observado que a carga fungica do grupo néo
tratado, assim como do tratado, foi decrescente. Sendo o oposto, no estudo

de Sangalli-Leite et al., 2016, onde ocorreu uma diminui¢cdo da carga fangica
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no 1°dia para anfotericina B (88%), pedalitina (87%) e para a combinagao
dos farmacos (93%) e apés o 4°dia uma reducao de quase 100%.

Maiores estudos sobre a capacidade do controle da infecgéo pelo
sistema imunologico das larvas poderao justificar essa ocorréncia. O sistema
imunologico das larvas de Galleria mellonella dessa compartilha um alto
grau de homologia estrutural e funcional com o sistema imune inato dos
vertebrados e possui defesas celulares e humorais. A resposta imune
humoral dos insetos consiste em varios processos, incluindo melanizacéao,
coagulacdo da hemolinfa, e a producdo de numerosos peptideos
antimicrobianos. A resposta celular inclui fagocitose, nodulizagdo e
encapsulamento em grande escala (Hoffman, 1995; Kavanagh e Reeves,
2004; Fuchs et al., 2010; Lionakis, 2011).

Os ensaios de carga fungica in vivo sdo trabalhosos, arduos e
dispendiosos, mas oferecem um panorama real da evolugdo da infeccao ao
longo do tempo. Poucos estudos com essa ferramenta foram publicados até
0 momento, mantendo grandes lacunas no conhecimento da patogénese da
infeccdo experimental em animais invertebrados. O uso desse tipo de
modelo oferece vantagens bioéticas porque reforca a aplicacdo da regra dos
3Rs (Reduction, Refinement, Replacement) para reduzir o numero,
minimizar dor e o sofrimento e buscar alternativas para substituicdo dos
animais (Trevijano-Contador et al., 2015). Estudos em modelo alternativo em
Galleria mellonella estdo em ascenséo, porém, 0s que se referem ao uso de
farmacos ou produtos naturais no tratamento da infec¢do por Cryptococcus
sp. ainda sao escassos (Mylonakis et al., 2005). Este modelo mostrou
correlagdo positiva quando a patogenicidade dos micro-organismos nas
larvas foi comparada com a dos modelos em mamiferos vertebrados e,
portanto, deve ser incrementado em distintos centros de pesquisa (Firacative
et al., 2014).

Na literatura consultada, apenas um estudo de carga flungica em
infeccédo larval experimental com C. neoformans e outro com C. gattii trazem
prejuizo para comparacéo de resultados. Em estudo de Sangalli-Leite et al.,

2016, ocorreu diminui¢cdo nas colbnias de C. neoformans no tratamento com
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anfotericina B (4mg/kg). Em 24h a reducao foi de 88% e total (100%) as 96 h
na carga fungica.

Poucos estudos tem sido realizados com cepas de Cryptococcus
spp., apesar da grande necessidade de buscar alternativas para terapia da
criptococose (Pfaller et al., 2009). Este estudo levou a achados
surpreendentes quanto a alta porcentagem de compostos naturais com acao
antifangica. Como, previamente, discutido muitos farmacos comercializados,
incluindo antifungicos foram descobertos por observacdes aleatdrias em

bibliotecas de compostos.
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6 CONCLUSOES

1. Dentre 154 compostos avaliados, apenas 1,9% foi ativo contra cepas do
complexo C.neoformans/C. gattii indicando o arduo caminho da busa de

terapias alternativas contra os agentes da criptococose;

2. Dois compostos naturais, laevicarpina e poligodial, além de3 farmacos
antimaléricos-cicloguanil, proguanil e clorguanil- foram identificados como
ativos in vitro contra C. gattii, sendoparalaevicarpina, um achado
inédito.Para esses compostos, estudos sobre eficacia in vivo e custo-
beneficio devem ser aprimorados para desenvolvimento de novos farmacos

para criptococose;

3. C. gattii apresentou maior suscetibilidade para proguanil e permitiu
avaliar, extensivamente, a sua efetividade in vivo e in vivo, interacdo com
outros farmacos usados na terapia da criptococose e investigar seus

possiveis mecanismos de ac¢ao e efeitos sobre a célula fungica;

4. A forte acdo inibitéria do proguanil, foi caracterizada como fungicida, com
efeitos observados ja as 24 h de exposicdo; clorproguanil e cicloguanil
tiveram acéo inibitéria igual, sendo o mais ativo clorproguanil, porém o de
maior citotoxicidade; no entanto, em combinacdo com fluconazol, os
resultados foram promissores vista a interagdo sinérgica. Assim, ha grande
motivacdo para prosseguimento da avaliacgdo com menores doses de
clorproguanil associados ao fluconazol, bem como, modelagem quimica

para diminuicéo da toxicidade;

5. A acao de proguanil no decréscimo de viabilidade celular foi similar & da
anfotericina B, indicando ser um forte candidato a reposicionamento para

tratamento da criptococose;

6. O mecanismo de acado do proguanil ndo pode ser determinado segundo a

metodologia empregada, redirecionando os estudos para outros caminhos
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investigativos; no entanto, foi demonstrada alteracdo de estruturas
intracelulares, incluindo mitocondrias, reticulo endoplasmatico e membrana,
relacionadas a exposicao a proguanil, estimulando investimento de pesquisa

nessa direcéo e,

7. Os estudos de carga fungica in vivo ndo foram conclusivos e merecem
novas abordagens. Os ensaios de sobrevida, de outro modo, indicaram que
a eficicia do proguanil in vivo depende da sua associacao com fluconazol,
nao tendo sido demonstrado que a monoterapia seja adequada.
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7 . e Antiarritmco
Y
N
!
s 0
) L
14. Bromoprida e Antiemético VNI
(C14H22BrN30O2) ]
J




Nome e Estrutura Acdo farmacologica Tipo

formula molecular
15. e Anticonvulsivante VGl
Carbamazepina PR e Analgésico ndo
(C15H12N20) o~ = opidide
\ /,"-\N/"‘\ / e Antipsicético

\l“l/ \-_0

H
16. Carvedilol e Anti-hipertensivo VGl

(C24H26N204) e Vasodilatador

Ho’\\
/
=
£
17. Cetoprofeno e Antiinflamatério VGl
(C16H1403) e Analgésico
N e Antipirético
o )
)
(I),,./*‘:\_O
H
18. Cetorolaco 2, e Antiinflamatério VGlI
de trometamina o g n&o esteroidal
(C19H24N206) ' e Analgésico
o
H
Q/\» //0
7
N \-‘;.'_“
&
19. Cetrizina W e Anti-histaminico VGII
diidroclorato g
(C21H27CIzN20:3) TJ
r" Cl—H
//“\\
L -
- i




Nome e Acdao farmacolégica Tipo
formula Estrutura molecular
20. ¢ Relaxante VGl
Ciclobenzaprina — muscular
(C20H21N) ,\fﬁ Bt };”"’\?
- /\T‘\/fﬁ
(
o /,'J
T
21. Cicloguanil Won ¢ Antimalarico \gelll
-
J)\l"
/‘\‘N'/‘\‘I“I'H
\ H
()
N
|
22. Cilostazol ¢ Vasodilatador VGl
(C20H27NsO2)
[
LT T
23. e Antimalarico VGII
Clorproguanil .
(C11H15Cl2Ns) /T ‘
NS
o A
NN
H
//J\\
‘L\‘“\/J
|
C1
24. Ciprofibrato e Tratamento do VGl

(C13H14CI203)

a colesterol

—
/ N
/ [y
/ z /




Nome e Acdao farmacolégica Tipo

férmula Estrutura molecular
25. e Antimicrobiano VGII
Ciprofloxacino H H

.

(C17H18FN30s3) Heg \H/ \[/‘ ( :

26. Cloridrato de e Anti hipertensivo VNI
lercanidipino
(C3sH42CIN306)
L:U ﬂ,j,.nso
et Al A
“\/‘ | © || ‘J ©
27. Cloridrato de e Antiarritmico VGl
amiodarona ci-n
(C2s5H30ClI12NO3)
L

28. e Anti-histaminico VGII
Ciproeptadina =
(C21H21N) Ve ‘**{ F-";"\:;

\\T’/
29. Cloridrato de e Antiemético VGl
meclizina ci—H e Antivertiginoso
(C25H31CIsN20) ¢ Anticinetotico




Nome e Acdao farmacolégica Tipo
formula Estrutura molecular
30. Cloridrato de Tratamento do VGl
memantina Alzheimer
(C12H22CIN) . J
RN
Cl—H
31. Cloridrato de e Antimicrobiano VNI
moxifloxacino i J"‘
(C21H25CIFN304) i “” [/ ‘*H" ot
) '-'..\/ “-?r' \\T.'/ \T/
32. Cloridrato de e Incontinéncia VGl
oxibutinina urinaria
(C22H32CINOs3) E/%“‘
ol
e \y\};\‘;“/_
.
33. Cloridrato de e Analgésico VGlI
quinino . ¢ Relaxante
(C20H25CIN202) i l muscular
TN e e Antimalarico
A

34. Cloridrato de - e Prevencdo da VGII
raloxifeno \ osteoporose

(C28H28CINO4S)



http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C20H25ClN2O2&sort=mw&sort_dir=asc
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C20H25ClN2O2&sort=mw&sort_dir=asc

Nome e férmula Estrutura Acédo farmacologica Tipo
molecular
[ ]
35. Cloridrato de e Analgésico opiodide VNI
tramadol /N
(C16H26CINO?) o \.>:/
o M
N "I* \|
Cl—H
36. Cloxazolam e Ansiolitico VNI
(C17H14CI2N202) e Hipnético/sedativo
/._9 e Relaxante muscular
—4  Antiepilético
S N\ p
& /
L
/=-‘ﬂr./ ?.‘./ \
Cl /7 \ /
/TN 0—
\\\7 7;{%}*— Ccl
37. Diclofenaco e Antiinflamatorio ndo VGl
sédico Na esteroidal
(C14H10CI2NNaO2) 00
H “N/’\“"/
cl //‘/II
g
38. Dipirona ¢ Antiinflamatorio ndo VGl
sodica o esteroidal
(C13H16N3NaO4S) o~
(e
N M
f':'\
M 0



http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C16H26ClNO2&sort=mw&sort_dir=asc

39. Enalapril — e Anti-hipertensivo VNI
(C20H28N205) '\u’}'ﬁ-‘,/o-“
P
14
g
Nome e férmula Acdao farmacolégica Tipo
Estrutura molecular
40. Fenformina Hoy M e Hipoglicemiante VGl
(C10H15Ns) 1
N oyt
| H
N7’;-"“~\N,H
I
(]
41. Fexofenadina e Anti-histaminico VGl
(C32H39NOa)
i)
Ho%’\:/
(]
J
'
H :“
L
42. Finasterida e Calvicie VGl

(C23H36N202)

43. Fumarato
cetotifeno
(C23H23NOsS)

e Hiperplasia
prostatica benigna
e Céancer de prostata

Antialérgico VGl
Antiasmatico



http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C10H15N5&sort=mw&sort_dir=asc
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C23H36N2O2&sort=mw&sort_dir=asc

VNI

Antimicrobiano

44, Furazolidona

(CsH7N305)
I
o I\ pN,
\f;r' g “: 4 \.;.;"‘
0
Nome e férmula Acdao farmacolégica Tipo
Estrutura molecular
45. Furosemida Hoy M e Diurético VGl
(C12H11CIN20sS) oo e Anti-hipertensivo
a ‘_;_L\
.
T R
]
& o
_/
46. Genfibrozila e Tratamento de VGl
( C15H2203) . ! dislipidemias
o
1
\L\‘\ /”\
47. Hesperidina e Tratamento da ma VGl
(C28H34015) circulagéo
ol H
SYROW
TL U
RGOSR
48. lbruprofeno e Antiinflamatério ndo VGl
(C13H1502) oM esteroidal
[



http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C8H7N3O5&sort=mw&sort_dir=asc
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C12H11ClN2O5S&sort=mw&sort_dir=asc

49. lvermectina B

e Antiparasitario VGII
(C48H74014)
Nome e férmula Acdao farmacolégica Tipo
Estrutura molecular
50. Lamivudina e Antirretroviral VGII
(CsH11N303S) HogH
N/H
D_-)\{
¢ 7
0
H
51. Loratadina e Anti-histaminico VNI
(C22H23CIN202) -
X
\;\{/ /\T[/(\“?'j
07 \(‘)
52. Losartana Anti-hipertensivo VGl
potéssica Insuficiéncia
(C22H22CIKN6O) " cardiaca
\‘"\ u}‘ B "\u g
A
1/N":i\ ‘\\;}‘l\ /J‘-:‘-:
[’\ H\ /}]
)
53. Maleato Anti-histaminico VGl
clorfeniramina L
(C20H23CIN204) il T
o7 T H
L
L



http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C8H11N3O3S&sort=mw&sort_dir=asc

54. Mesilato de

e Vasodilatador VGII
diidroergocristina _
(Cs6HasNs0sS) oYAY;
l-"f\ﬂ‘r‘u} ...... /
S ., .
‘\<’NH /‘ oy
H\l\,’l\\
L
Nome e férmula Estrutura Acao farmacolégica Tipo
molecular
55. Naproxeno ¢ Antiinflamatorio ndo VGl
(C14H1403) esteroidal
A e
J LI
56. Nevirapina e Antirretroviral VGl
(C15H14N40O) o
Vg
//}::::j \\; /)\\\\
|\ \ /! /
\ \N////\\N,/\\N;:J
57. Nifedipina e Vasodilatador VNI
(C17H18N20s)
o
#Z |
[N
e 0
0 =
\ 0

58. Nimodipino
(C21H26N207)

e Vasodilatador

=—0o
3 5

I
-]

o o
/J\.OJ\ N

VNI



http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C14H14O3&sort=mw&sort_dir=asc

59. Nitredipino e Anti-hipertensivo VNI
(C18H20N206) e Vasodilatador
2
,«_;\:.\/,N;\.:‘O
»
a I
YW
07 7 7 ~0”
I
- \'.'/ .
H
Nome e férmula Acéo farmacologica Tipo
Estrutura molecular
60. Pantoprazol e Gastrite VGl
(C16H15F2N304S) e Tratamento da
Ulcera
F\r o~ : ||" 0 070—
F \EQI“’} \_<\ >
61. Pantoprazol e Gastrite VGl
sédico e Tratamento da
(C16H14F2N3NaO4S) Ulcera
F j\-n /E:Ilf>_ J\_<\_>
62. Paromomicina ¢ Antibacteriano VGII
(C23Has5N5014) e Amebicida
e
(;‘ _()"‘f (,}.--Ol:‘
“"’4}_;"'“ ‘-’Ao\.}‘-\ﬂﬂ %_“H
HO"<L0>—-0 /"\rou



http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C16H15F2N3O4S&sort=mw&sort_dir=asc

63. Pirazinamida e Tratamento da VGl
(CsHsNsO) tuberculose
///N"-‘
M
H” Ny
)
64. Piroxicam e Antiinflamatério ndo VGl
(C15H13N304S) esteroidal
]
Sy sy o
]
0;.;.4 _‘\‘/--\ AN
//J'\ \\/J
d o
Nome e férmula Acdéo farmacologica Tipo
Estrutura molecular
65. Praziquantel e Anti-helmintico VGl
(C19H24N202)
0 T
o)
) P
S~ \rr/ .
Il
0
66. Predinisona e Corticoesteréide VGl
(C21H260s)
0““1’;\\}.—-’{5 ~—
67. Proguanil e Antimalarico VGl
(C11H16CINs)



http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C5H5N3O&sort=mw&sort_dir=asc

e Antipsicético VNI

68. Quetiapina )
(C21H25N302S) \/
0/
/)
/‘"_’\.
.\7_"/
- "t:rx/:i “\\r.f-" .
AT
69. Rifampicina e Antimicrobiano VGl
(C43H58N4012) e Tratamento da
{..\ tuberculose
J ?H 0“
] 2
\nl s N
Sl |
H TD?&%J\{“]\ "I//Lo
gt H oH -
~ e Y
Q‘r—i Y
w7 § ;’ o
Nome e férmula Acéo farmacologica Tipo
Estrutura molecular
70. Ritonavir e Antirretroviral VGII
(C37H48N6OsS2)
S
|
BRESALE
YA
‘J\ : o H_'{)
Q)
VGl

71. Saquinavir

(C3gHs0NeOs) v o
oSN

72. Secnidazol
(C7H11N303)

e Antirretroviral

e Antiparasitario VGl



http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C43H58N4O12&sort=mw&sort_dir=asc
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C7H11N3O3&sort=mw&sort_dir=asc

73. Tedfilina e Vasodilatador VGl
(C7HsN40Oz)
0
~. /,J'|\ N'H
N N
k I//’
07 TN N
|
74. Zidovudina e Antirretroviral VGl
(C10H13Ns04) .
H\N)J“-\//
\
0/7{\“%!
(\""l'i\\“})
Ny -.'Y"%_ o,
H
Nome e férmula Acdo farmacolégica Tipo
Estrutura molecular
75. Zolpidem e Hipnético VNI
(C19H21N30) e Sedativo
N
/
0;:—.:\\
l/,.’:'“\I, i}_(:/:\\\/_



http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C7H8N4O2&sort=mw&sort_dir=asc
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C10H13N5O4&sort=mw&sort_dir=asc

APENDICE 2

Compostos naturais Tipo molecular

Estrutura
1. AC10-1 E VNI
2. AC5-1-1 E VNI
3. AC7-2 E VNI
4. AC8-1 E VNI
5. AC8-2 E VNI
AC 9-1 E VNI
7. Alfa-pineno \ "
Y NI
8. Acido cafeico I VNI
(CoHsO4) . J\I/U
9. Acido firdlico e
idlo firdli /}l VNI
(C10H1004) o TJ
L
i [ I .
10. Sakuranetina A ﬁ g VNI
11. Alcaléide AGFK E VGII

E: em fase de elucidacéo estrutural



Compostos naturais

Tipo

Estrutura molecular
i ya
NG
12. Poligodial 0\{1 /] VNI
13. L2EH3 prl E VGl
14. L2EHS6 prl E VGl
15. L2EH9 pr2 E VGl
16. Drimendiol E VNI
17. Acetato de dimendriol
E VNI
ré&- 9o o W o
18. A2908 /©/u\x VGIIVNI
Ho A2908
19. AI0109 e VGII/VNI
HO Al0109
s P e W W LY o
20. 13 /OA VGII
HO 13
NN N,
21. An 0508 /@A ¢ VGII/VNI
HO An0508
22. E1108 o NN N, VGII
0o
23. PHB Bu0O1 o NN, VGII

HO PHBBUO1




Compostos naturais

Tipo

Estrutura molecular
24. AB Bab Vel
HO A1R1 0801
O
OH
26. PHM-1 O‘ vell
(@)
(@)
OH
27. PMH-2 ‘ Vel
(@)
o
I{IJ'
28. PMH-3 @ VGIVNI
N+/
|
(o)X
o
N+
29. PHM-4 | “N VGl
/
&
N;N
30. PHM-5
@ ! VGII
N
NH
31. PHM-6 VGII/VNI
N
CgoH1g
32. EB-3 /&/\A

VGII




Tipo

Compostos naturais Estrutura molecular
H H
j\l\ BF4
& _Ac
34. BA2 NN o VG|
H H
35. BA6 VG|
36. BA11 VGl
H H
N BF, 0
37. BA13 iy J VGIIVNI
N* °N )
HoR
H H
N - [0}
38. BAL8 ISP PN VGII/VNI
H H
N BFy 0
39. BA22 by N VGIIVNI
ey o
H H
H H
N BF,
40. BA25 .
1 “.‘A'.“ 1 o VG|
H H
H H
41. BA30 Ao e VGII/VNI
H l}l*’ l}l H OTBS
H H
S g i
o N N
42. HSAF1 hig VGl




Tipo

Compostos naturais Estrutura molecular
Cl OMe
X
Y
43. HSAF3 N\fN VG|
OMe
HOWO
44, HSAF5 o HNTNH VGl
o
H H
N BF 4
45. PIM1 N‘J\N oras VGII
H I H
H
o
E:’:_' BF4—
46. PIM2 |
47. CM7 E VGII
48. 2A/106/1 E VGII/VNI
H
1 N,
49. Levicarpina VGl




APENDICE 3

Compostos naturais Estrutura Tipo molecular
1. Amino 1Q-etanol E VGII
2. AminoQ E VGII
3. Amino Q-metanol E VGl
4. BUA-F E VNI
5. ISA 001 VGII
6. ISA 002 VGII
7. I1SA 003 VGII
8. ISA 004 VGII
9. ISA 005 VGII

E: em fase de elucidacéo estrutural



Compostos naturais

Estrutura Tipo molecular
10. ISA 006 VGl
11. ISA 007 VGII
12. ISA 14 VGII
13. ISA 16 VGII
14. ISA 17 Vel
15. ISA 18 VGII

16. ISA 19 VGII




Compostos naturais

Estrutura

Tipo molecular

17.

18.

19.

20.

21.

22.

ISA 20

ISA 23

ISA 24

ISA 25

ISA 27

ISA 28

VGII

VGII

VGII

VGII

VGII

VGII




Compostos naturais

Estrutura

Tipo molecular

23.

24.

25.

26.

27.

28.

ISA 31

ISA 34

ISA 35

ISA 37

ISA 38

ISA 39

VGII

VGII

VGII

VGII

VGII

VGII




Compostos naturais Estrutura Tipo molecular

29. ISA 40 Vel

30. ISA 41 Vel




