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RESUMO

Cryptococcus neoformans € um patdogeno oportunista que pode causar
meningoencefalite, principalmente, em pacientes imunocomprometidos. Relatos de
reincidéncia de infec¢cbes fangicas, apos longos periodos de terapia, tém se tornado
muito freqUentes nos ultimos anos, sugerindo um aumento de cepas resistentes aos
quimioterapicos disponiveis atualmente. Assim, € de extrema importancia pesquisas
gue visem a busca de novos antifungicos. Um potencial alvo quimioterapico é a via de
biossintese do ergosterol, um dos principais esterdis componentes da membrana
plamatica de fungos e protozodrios, devido a auséncia de tal via em mamiferos.

Nosso estudo teve como principais objetivos avaliar a susceptibilidade de 23
isolados de C. neoformans frente ao tratamento com diferentes drogas, que atuam na
via de sintese do ergosterol; observar as modificagbes morfologicas causadas pelos
compostos: WSP 1267 (WSP), inibidor da enzima esqualeno sintase; 22,26-azasterol e
epiminolanosterol (EIL), inibidores da enzima A24®_esterol metiltransferase; comparar
estes com antifungicos utilizados na terapia atual: anfotericina B, fluconazol e
itraconazol (ITRA); além de testarmos a atividade in vitro da terbinafina (TERB), isolada
ou em combinagdo com antifungicos, como um possivel tratamento para a criptococose.

Através de ensaios de microdiluicdo, verificamos que os compostos WSP e EIL
tiveram o6timo efeito contra C. neoformans, apresentando ICso (50% de inibicdo do
crescimento) menores que 2 pug/ml. De maneira similar, os isolados foram bastante
sensiveis a TERB e ITRA. A partir de testes de checkerboard, verificamos que as
combinagdes entre os antifungicos usados neste trabalho foram sinérgicas. Além disso,
por meio da microscopia eletrénica de transmissado, observamos alteracdes estruturais,
principalmente, na parede celular e membrana plasmatica, nas cepas tratadas com as
diferentes drogas. Da mesma forma, foi possivel observar marcacdo com Nile Red nas
cepas tratadas, indicando um provavel acimulo de esterdis e/ou seus precursores na
célula.

Portanto, a TERB e suas combinacbes com antifingicos podem ser uma
alternativa no tratamento da criptococose. Os novos compostos testados, também,
demonstraram uma boa atividade, principalmente WSP e EIL, sendo antifingicos em

potencial. Porém, testes in vivo Ssdo necessarios.
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ABSTRACT

Cryptococcus neoformans is an opportunistic pathogen that causes severe
infections, mainly in immunocompromised patients, such as meningo-cerebral
cryptococcosis. Over the last few years there has been an increase of resistant strains,
indicating the need for new antifungal agents. Thus, studies aiming for the search of
new chemotherapy agents are extremely important. Ergosterol is one of the major
membrane sterol present in fungal and protozoan cells, and its biosynthesis pathway is
a good antifungal target, due to its absence in mammalian cells.

The aim of our study was to evaluate the susceptibility of 23 C. neoformans
isolates treated with various drugs that act in the ergosterol biosynthesis pathway;
analyze morphological alterations caused by the compounds: WSP 1267 (WSP),
inhibitor of the enzyme squalene synthase; 22,26-azasterol and epiminolanosterol (EIL),

inhibitors of the enzyme A 24 -sterol methyl transferase; compare with currently used

antifungals: amphotericin B, fluconazole and itraconazole; as well as evaluate the in
vitro activity of terbinafine, alone or in combination with antifungals, as a potential
alternative in the treatment of cryptococcosis.

Through microdilution assays we were able to see that WSP and EIL had a good
effect on C. neoformans, as the ICsy (50% of growth inhibition) values were lower than 2
pg/ml. In addition, the isolates were susceptible to TERB and ITRA. Interestingly, by
combining the antifungals with the checkerboard method we saw a synergistic effect
with all combinations. Furthermore, using transmission electron microscopy we were
able to see ultrastructural alterations, mainly in the cell wall and membrane, in the
strains treated with the different compounds. Also, Nile Red staining was observed, by
fluorescence microscopy, in treated cells, indicating a probable sterol and/or sterol
intermediate accumulation in the cell.

Therefore, TERB, used alone or in combination, can be an alternative treatment
to cryptococcosis. The new agents tested also demonstrated good antifungal activity,
especially WSP and EIL, being potential compounds for clinical use. However, in vivo

tests are needed.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cryptococcus sp
O fungo Cryptococcus neoformans foi, primeiramente, identificado em 1894 por Busse e
Buschke (apudio Casadevall & Perfect, 1998), a partir de um isolado de lesdo na tibia e
por Sanfelice, a partir da polpa de péssego (Casadevall & Perfect, 1998). Este fungo faz
parte do Filo Basidiomycota, género Filobasidiella (em seu estado sexuado) ou
Cryptococcus (em seu estado assexuado). Em 1982, Kwon-Chung et al reconheceram
duas variedades da espécie C. neoformans: C. neoformans var. neoformans e C.
neoformans var. gattii. Posteriormente, a variedade gattii foi elevada ao nivel de
espécie, originando a espécie C. gattii (Kwon-Chung et al, 2002). As duas espécies de
Cryptococcus se encontram sob a forma de levedura, envoltas por uma capsula de
polissacarideos, e possuem um tamanho variando de 3 a 10um de diametro, podendo
ser esférica ou oval (figura 1). Sua reproducao se dé por brotamento simples ou mdaltiplo
e, macroscopicamente, apresentam coldnias creme, brilhantes e viscosas.

De acordo com caracteristicas imunologicas dos polissacarideos da cépsula,
este fungo pode apresentar quatro sorotipos diferentes, sendo: A e D, C. neoformans; B
e C, C. gattii. Em 1999, Franzot et al, propuseram que o sorotipo A fosse classificado
como C. neoformans var. grubbii, ficando o sorotipo D como C. neoformans var.
neoformans. No entanto, ja tem sido demonstrado que apenas o0 sorotipo ndo é
suficiente para determinar as variedades e subgrupos dentro de um mesmo sorotipo,

sendo necessario a genotipagem para melhor classificacdo de cada cepa (Diaz et al,



2005; Kwon-Chung et al, 2006). Dessa forma, na presente dissertacdo, utilizaremos
apenas as denominacgdes C. neoformans e C. gattii.

C. gattii pode ser encontrado na natureza associado a arvores e madeira em
decomposicdo, sua distribuicdo geografica ocorre, majoritariamente, em regides
tropicais e subtropicais. Porém, um importante surto de criptococose causado por C.
gattii, no ano de 1999, em Vancouver, Canada, sugere que esta espécie também ocorra
em regides de clima mais temperado (Kidd et al, 2004). Este fungo causa infeccdes
pulmonares, principalmente, em individuos imunocompetentes, podendo evoluir ou ndo
para uma meningoencefalite.

Por outro lado, C. neoformans possui uma distribuicdo global e pode habitar
solos contaminados com excretas de aves, principalmente de pombos, ocos de arvores
e poeira domeéstica (Passoni et al, 1998; Nishikawa et al, 2003). Acomete, na maior
parte dos casos, pacientes imunocomprometidos, ocasionando meningite

criptococdcica (Bicanic et al, 2005).
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Figura 1. Esquema da célula de Cryptococcus sp e seus componentes. Adaptado de
Casadevall & Perfect, 1998.



1.1.2 Dimorfismo

Os fungos dimoérficos sdo aqueles que possuem a capacidade de crescer sob
forma de levedura ou hifa. Muitos fungos patogénicos como, Candida albicans,
Histoplasma capsulatum, Paracoccidiodes brasiliensis, Blastomyces dermatitidis e
Sporothrix schenckii apresentam um dimorfismo durante a infeccdo. O Cryptococcus
ndo € reconhecidamente um fungo dimorfico, pois produz hifa apenas durante a
reproducéo sexuada, na natureza (Wickes et al, 2006).

Além das formas de levedura e hifa, alguns fungos podem formar pseudohifa,
onde as células provenientes de brotamento permanecem ligadas a célula-mae,

formando uma cadeia de brotamentos alongados (figura 2) (Berman 2006).

(b)

Figura 2. Células de Candida albicans representando as diferentes formas de crescimento dos
fungos: levedura (a), pseudohifa (b) e hifa (c). Adaptado de Berman 2006.

Alguns fungos que, normalmente, ndo produzem hifa ou pseudohifa, como
Saccharomyces cerevisiae, podem apresentar tais morfologias em condi¢cdes de
estresse, como falta de nutrientes (Gimeno et al, 1992). Similarmente, alguns estudos
ja demonstraram a capacidade do C. neoformans em apresentar hifas e pseudohifas in

vitro e in vivo (Wickes et al, 1996; Williamson et al, 1995; Bemis et al, 2000).



1.2 Criptococose

Por definicdo, a criptococose é uma infec¢cdo sistémica causada pela inalacédo de
esporos do fungo C. neoformans ou C. gattii, sendo a primeira caracterizada como uma
doenca oportunista, associada a imunossupressao do hospedeiro, e a segunda, como
uma infeccdo primaria de hospedeiro aparentemente imunocompetente (Consenso em
criptococose, 2008).

Como pode ser visto na figura 3, a via de infec¢céo do Cryptococcus sp. se inicia
através da inalacdo de seus esporos ou leveduras desidratadas encontradas no
ambiente. Dessa forma, se estabelece uma infeccdo pulmonar que pode ser
assintomatica, ocorrendo resolucao pelo préprio sistema imune do hospedeiro, ou 0s
esporos podem ficar latentes no pulm&o. Em pacientes que apresentam um sistema
imune debilitado ou no caso de infeccdo por C. gattii, o fungo podera se disseminar
para outros 6rgdos e atravessar a barreira hemato-encefélica, infectando o sistema
nervoso central e causando meningoencefalite (Idnurm et al., 2005).

Nos ultimos anos, infecgdes por C. neoformans tém se tornado cada vez mais
freqUentes, devido ao aumento do uso de terapias imunossupressoras e a pandemia de
HIV. Em muitos pacientes, o diagnostico da criptococose é a primeira indicacdo de
AIDS e é a terceira complicacdo neurolégica mais frequente nesses individuos (Del
Valle et al, 2006). Recentemente, um estudo de revisdo da literatura estimou uma taxa
de mortalidade, associada a criptococose, de 70% na Africa sub-Sahariana e de 55%

na América Latina (Park et al, 2009). No Brasil, um estudo com 443 isolados ambientais
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Figura 3. Via de infeccdo do Cryptococcus sp. Os esporos do fungo, presentes na natureza,
sdo inalados pelo hospedeiro, causando uma infeccdo pulmonar inicial. O fungo é capaz de
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sistema nervoso central causa a meningite criptococécica. Adaptado de Idnurm et al, 2005.

e clinicos de Cryptococcus sp provenientes de 11 estados, demonstrou uma
predominancia de C. gattii (67,3%) na macroregido norte do pais de acordo com Trilles
et al, 2008, e prevaléncia de C. neoformans (85%) na macroregiao sul (figura 4). Entre o
ano de 2005 e 2006, a média anual de mortes por criptococose no Brasil foi de 26,8%,
sendo esta, a segunda causa mais freqlente relacionada a mortes por micoses

sistémicas (Prado et al, 2009).
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C. neoformans na macroregido sul. Adaptado de Trilles et al, 2008.

Diversos fatores estdo associados a viruléncia deste fungo, como: capacidade de
sobrevivéncia a 37°C, presenca da cépsula polissacaridica (carater antifagocitico),
producdo de melanina junto a parede celular (protecéo contra radicais livres), produtos
extracelulares (enzimas secretadas), entre outros (Buchanan & Murphy, 1998).
Recentemente, a capsula e os seus polissacarideos liberados no organismo, foram
considerados os principais fatores de viruléncia, pois, raramente, cepas com pouco
material capsular sdo isoladas de pacientes (McFadden et al, 2006). Além disso, sabe-
se gque o tamanho da capsula pode ser regulado em resposta a condigcbes ambientais,

sendo maior durante o processo infeccioso (Zaragoza & Casadevall, 2004).



1.2.1 Tratamento da Criptococose

Hoje em dia, os antifingicos disponiveis para o tratamento da meningite
criptococdcica sao: anfotericina B, flucitosina (ndo comercializada no Brasil), fluconazol
e itraconazol. Recentemente, o consenso brasileiro de criptococose (2008) estabeleceu
um roteiro de tratamento dos diferentes pacientes acometidos por Cryptococcus sp.
Sugere-se que o tratamento para as formas pulmonares da criptococose seja feito com
fluconazol ou itraconazol por 6 a 12 meses ou sO anfotericina B, no caso de pacientes
HIV negativos. J4, o tratamento para a meningite criptocococica deve ser realizado com
anfotericina B, somente nas duas primeiras semanas do tratamento, em conjunto com a
flucitosina, quando disponivel. Nas 8 a 10 semanas seguintes, utiliza-se fluconazol.
Posteriormente, mantem-se o tratamento com fluconazol, utilizando doses mais baixas,
até que haja uma reconstituicdo do sistema imune. Em casos mais graves pode-se
utilizar o fluconazol associado a flucitosina. Ap6s melhora clinica, uma terapia de
manutencdo pode ser feita, por 12 a 24 meses, com fluconazol ou itraconazol.

Infelizmente, essa terapia antifingica muitas vezes ndo é eficaz, ocorrendo
reincidéncia da infeccdo, em até 30% dos pacientes imunocomprometidos, apos a
suspenséo do tratamento. Nesses casos, novos azois podem ser utilizados (voriconazol
ou posaconazol), um estudo recente demonstrou melhora clinica apdés uso do
posaconazol em 48% de pacientes que apresentaram falha a terapéutica convencional
(Pitisuttithurm et al, 2005), porém, ainda ndo existem muitos estudos com voriconazol
na clinica da criptococose. A persisténcia da infeccdo pode estar relacionada a
incapacidade do proprio sistema imune do hospedeiro combater o microrganismo,
apesar da ajuda dos antifungicos; a capacidade do Cryptococcus sp sofrer alteracfes

fenotipicas, devido a pressfes seletivas causadas pelos medicamentos, aumentando a
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sua viruléncia; e a resisténcia adquirida pelo fungo apés longos periodos de tratamento

(Fries et al, 2005).

1.3 Drogas: Mecanismos de Agao

A anfotericina B é um antifingico da classe dos poliénicos, isolado de
Streptomyces nodosus, e foi primeiramente utilizado contra leishmaniose no inicio da
década de 60 (Croft & Yardley, 2002). Atua se ligando ao ergosterol, principal esterol da
membrana de fungos e protozoarios, de modo a ocasionar poros na membrana
plasmética, o que gera alteracdo em sua permeabilidade e uma consequiente morte da
célula. Dessa forma, diz-se que os poliénicos séo fungicidas (matam a célula fangica).
Entretanto, apesar de haver uma maior afinidade ao ergosterol, este pode se ligar,
também, ao colesterol presente nas células de mamiferos ocasionando muitos efeitos
adversos ao paciente e, comumente, nefrotoxicidade (Brajtburg & Bolard, 1996).

Nas ultimas décadas, novas formulagdes lipidicas foram desenvolvidas de modo
a diminuir a toxicidade da anfotericina B, mantendo a sua atividade. Trés formula¢cdes
estdo disponiveis comercialmente: AmBisome®, Amphotec™ e Abelcet®. Estes
compostos apresentam baixa toxicidade mesmo quando usados em altas
concentragdes. No entanto, seu uso é limitado, pois possuem valores muito elevados,
sendo inviavel o uso dessas formulacdes em hospitais publicos.

O fluconazol e o itraconazol fazem parte da classe dos triazolicos e atuam na via
de sintese do ergosterol, inibindo a enzima l1l4a-demetilase e, consequentemente,
impedindo a conversédo do lanosterol em zimosterol (figura 5). Estes antifingicos séo

conhecidamente fungistaticos, pois apenas impedem o crescimento do patdégeno.



Ambos apresentam um certo grau de hepatotoxicidade para o hospedeiro, pois podem
inibir, em menor grau, enzimas do citocromo P450 (Chen & Sorrell, 2007).

A terbinafina € um antifingico da classe das alilaminas, esta também tem sua
acdo na via de sintese do ergosterol, porém, diferentemente dos azolicos, inibe uma
enzima presente no inicio da via, a esqualeno epoxidase (figura 5). Apesar de ser
clinicamente utilizada apenas contra dermatoéfitos, possui atividade in vitro contra
diversos géneros. Ja foram observados efeitos fungicida, contra fungos filamentosos, e
fungistatico, contra isolados de Candida sp (Ryder et al, 1998).

Além dos antifingicos comerciais citados acima. Durante esta tese, tivemos o
objetivo de testar novas substancias antimicrobianas com potencial atividade
antifingica: 22,26-Azasterol, Epiminolanosterol e WSP1267.

As novas substancias utilizadas também inibem enzimas da via de sintese do
ergosterol (figura 5), sendo o WSP 1267 inibidor da enzima esqualeno sintase, no inicio

da via, e 0 22,26-azasterol e epiminolanosterol, inibidores da enzima A%*®-esterol

metiltransferase (Urbina et al, 1995). Esta enzima € responsavel pela metilacdo do
zimosterol, uma etapa que esta ausente na biossintese do colesterol em mamiferos,
sendo a enzima, portanto, exclusiva de fungos e tripanossomatideos (De Souza et al,
2002). Na figura 6, podemos observar a estrutura quimica de todos os agentes

testados.
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Figura 5. Principais etapas da via de biossintese do ergosterol e colesterol. Esquema

representa locais de atuacdo das drogas (em vermelho) e a respectiva enzima inibida (em azul).
Adaptado de De Souza & Rodrigues, 2009.
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Figura 6. Estrutura quimica das drogas utilizadas. Adaptado de Ghannoum & Rice, 1999 e

Ishida et al, 2009.

11



2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

2. Avaliar a susceptibilidade de diversos isolados de Cryptococcus neoformans

frente ao tratamento com antifingicos comerciais e novos compostos, inibidores

da biossintese do ergosterol.

3. Determinar as concentracdes inibitérias (ICso € 1Cgqo) € fungicida minima (CFM)

dos compostos testados.

4. Observar alteragdes morfolégicas causadas pelos compostos usados, atraves de

microscopia éptica e eletrnica.

5. Analisar os efeitos das combinacfes entre os antifingicos comerciais.

6. Quantificar as alteragbes observadas ap0s os tratamentos com as diferentes

drogas, como: tamanho da capsula, diametro celular, porcentagem de

brotamento e formagé&o de pseudohifa.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cryptococcus neoformans

As cepas e isolados de C. neoformans utilizados neste trabalho foram obtidos e
cultivados como descrito a seguir. A cepa T1-444 foi obtida da Universidade Federal de
Sao Paulo. A cepa HEC 3393 foi obtida do Laboratério de Micologia Médica, Hospital
Evandro Chagas, FIOCRUZ, Rio de Janeiro. Ambas as cepas foram isoladas de
pacientes com meningoencefalite e AIDS. As cepas ATCC 28957 e CAP 67 foram
obtidas da American Type Culture Collection (ATCC), sendo a primeira isolada de leséao
0ssea e a segunda um mutante acapsular, obtido através de uma mutacdo pontual da
cepa NIH B-3501, que por sua vez, foi originada do cruzamento das cepas ATCC 28957
e ATCC 28958.

As amostras CNBel 1 e CNBel 2 séo isolados clinicos do liquor céfalo-raquidiano
de pacientes HIV positivos e CNBel 4, isolado de felino, e foram gentilmente cedidas
pelo Dr. Claudio Salgado, da Universidade Federal do Para.

As amostras HU 1, HU 2, HU 3, HU 4A, HU 4B, HU 4C, HU 6, HU 7, HU 8, HU 9,
HU 10, HU 11, HU 12, HU 13, HU 14 e HU 15 s&o isolados clinicos de pacientes do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, e foram cedidos pelo Dr. Marcio Nucci.

Todas as amostras foram estocadas em &agar Sabouraud, a 4°C. Quando
retiradas do estoque, estas foram repicadas pelo menos duas vezes. Previamente a

todos os experimentos, as amostras foram cultivadas por 48 horas, a 35°C, em um meio
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quimicamente definido (meio minimo) contendo: 15mM glucose, 10mM MgSO,, 29,4

mM KH;PO4, 13mM glicina e 3uM de tiamina (vitamina B1), pH 5,5 (Rosas et al, 2001).

3.2 Compostos Antimicrobianos

As drogas utilizadas neste trabalho foram: anfotericina B (AMB), itraconazol
(ITRA) e terbinafina (TERB) (Sigma Chemical Co., Missouri, EUA); fluconazol (FLU)
(Pfizer, S&o Paulo); 22,26-azasterol (AZA) e epiminolanosterol (EIL) (cedidos por Julio
Urbina - Caracas, Venezuela); e WSP 1267 (WSP) (cedido por Dr. lan Gilbert - Cardiff,
Gra Bretanha). Todos os compostos foram diluidos a concentracdes 100 vezes maiores
que as utilizadas, em agua (FLU) ou DMSO (AMB, ITRA, TERB, AZA, EIL e WSP) e

armazenados a -20°C.

3.3 Microdiluicdo

Para determinacdo da concentracao inibitéria de 50 e 90% (ICso € 1Cgo) foram
realizados ensaios de microdiluicio em placa, de acordo com o protocolo M27-A3
(CLSI, 2008). O inéculo final, aplicado em placas de 96 pocos de fundo chato, foi
ajustado para 0,5 x 10° a 2,5 x 10° UFC/ml em meio RPMI 1640 (Sigma Chemical Co.),
suplementado com tampao MOPS 0,16 M, pH 7,0. As concentra¢des finais das drogas
variaram de 0,125 a 64 pg/ml para FLU e 0,03 a 16ug/ml para os demais compostos. As
concentracgoes inibitorias foram determinadas apos incubacéo, a 35°C, por 72h, através
de leitura espectrofotométrica a 492nm. Os valores de ICsy e 1Coo foram determinados
como sendo a menor concentragdo da droga que correspondeu a reducdo de 50 e 90%

da absorbancia, respectivamente, em comparacdo com a absorbéancia obtida no pogo
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controle. Os ensaios foram realizados com duplicatas de cada poco, trés testes

independentes foram feitos para cada quimioterapico.

3.4 Concentracao Fungicida Minima (CFM)

Anteriormente a leitura espectrofotométrica das placas de microdiluicdo, cada
poco foi homogeneizado e uma aliquota de 5ul foi plagueada em meio agar sabouraud
(peptona, dextrose e agar) livre de droga. Apoés incubacado a 35 °C, por 72h, a CFM foi
determinada como sendo a menor concentracdo onde ndo ocorreu crescimento visual

de coldnias (figura 7).
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3 ; i 2 ug/ml 1 ug/mi
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Y 3 o
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Figura 7. Placa de petri com meio 4gar Sabouraud para determinacdo da CFM. Aliquotas dos
pocos da placa de microdiluicdo foram plagueadas para visualizacdo do crescimento de
colbénias, a menor concentragdo onde ndo houve crescimento corresponde a CFM (*). Em cada
placa determinou-se CFM de quatro compostos diferentes. Arquivo pessoal.
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3.5 Porcentagem Cumulativa das Concentracgdes Inibit  dérias Minimas (CIM)

Para melhor analisar os dados obtidos, apds os testes de microdiluicao, foi feita
uma tabela com o valor cumulativo, em porcentagem, de cepas que apresentaram as
respectivas CIM para cada composto. Dessa forma, é possivel determinar a CIMgg, que
corresponde a concentragdo inibitéria minima de 90% de uma determinada populacéo,
onde n = 10. Baseando-se no protocolo M27-A3, entende-se por CIM o valor que
corresponde a inibicdo de 50% do crescimento fangico para os azoélicos e 100% de
inibicdo para anfotericina B.

Para a terbinafina e as novas drogas testadas, utilizou-se a mesma classificagéo

estabelecida para os azdlicos.

3.6 Correlacao entre as Concentracdes Inibitorias
Foi realizado um teste de regressao linear com o programa GraphPad Prism
4.03, para determinacdo da correlagdo das ICsy obtidas entre cada droga testada. Foi

considerada uma correlagéo significativa quando o valor de P < 0,05.

3.7 Checkerboard

Para a combinagcdo das drogas in vitro foram realizados ensaios de
checkerboard, avaliando os efeitos sinérgico, antagénico ou indiferente entre os
antifungicos ja utilizados na clinica. Estes testes foram realizados com as cepas de C.
neoformans ATCC 28957 e HU 2.

Resumidamente, 100ul de uma droga A (4x concentrada) é dispensado na
coluna 11 da placa de 96 pocos, que ja contém 100ul de RPMI 1640, e, posteriormente,

faz-se a diluicdo seriada até a coluna 2. Depois, coloca-se 100yl da droga B (4x
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concentrada) na linha A e faz-se a diluicdo seriada até a linha G, de modo que é feito a
combinacédo das duas drogas. A linha H fica apenas com a droga A, sem combinacéo, e

a coluna 1, somente com a droga B, sem combinacéo (figura 8).

Diluigac Droga

"YoraYe
e&‘.lf'\ ( Y (O Wi

I B B )

. Droga A
Droga B

® combinagao A+B

Figura 8. Esquema representando as diluicdes e combinacdes feitas no ensaio de
checkerboard.

Ap6s a inoculacdo do fungo, as placas séo incubadas a 35°C, por 72h, e lidas
por espectrofotdmetro a 492nm. As interacfes sdo entdo interpretadas a partir do indice
da concentracdo inibitéria fracional (FIC index) que é calculado pela seguinte formula:

FICindgex = FICA + FICg sendo,

FICx= [X] onde,

ICsox
[ X] = concentracdo da droga X que inibe 50% do crescimento apds combinac¢ao;

ICs0x = ICs5 da droga X sem combinacéao.

17



7z

De acordo com dados na literatura, o valor do FIC Index é considerado:
sinérgico, quando FICgex < 0,5; indiferente de 0,5 < FICjgex < 4; € antagbnico se
FICihgex > 4 (Johnson et al, 2004). Para cada combinacéo foram realizados dois testes
independentes.

A partir dos resultados obtidos com os ensaios de checkerboard foram
construidos isobologramas, onde as concentracdes das combinacdes que inibiram 50%
do crescimento fungico foram plotados em um grafico e uma linha de “aditividade” foi
tracada a partir dos valores de 1Csy dos compostos utilizados sozinhos (figura 9). Dessa
forma, avaliam-se as combinac¢des dos quimioterapicos in vitro conforme o seguinte: 0s
valores encontrados abaixo da linha de “aditividade” sdo considerados sinérgicos;

acima da linha, antagbnicos; e em cima ou préximo da linha de “aditividade”,

indiferentes (Tallarida 2006).

G504

Antagonismo

Sinergismo

ICs50m

Figura 9. Isobolograma representativo demonstrando valores sinérgicos e antagbnicos.
Adaptado de Tallarida 2006.

3.8 Medicao de capsula e volume celular
A cepa C. neoformans ATCC 28957 foi incubada, a 35°C, em meio RPMI 1640
suplementado ou ndo com 10% de soro fetal bovino (SFB), sem ou com ICsy das

drogas previamente descritas, e das combinacdes realizadas por checkerboard
18



entre TERB e AMB, FLU ou ITRA. ApGs 48h, uma aliquota foi retirada e fixada
em liquido de contagem (10% formaldeido em PBS) para a medi¢do do tamanho
da capsula e das células, apds os diferentes tratamentos. Posteriormente, as células
foram centrifugadas a 2000 rpm, por 3 minutos, o0 meio RPMI foi trocado e os
compostos foram novamente adicionados nas mesmas concentracdes. As células foram
cultivadas por mais 72h e novas aliquotas foram retiradas. Para as medi¢des foram
preparadas laminas com uma gota de tinta nanquim e uma gota das células fixadas,
permitindo a visualizacdo da capsula por microscopia optica. As imagens foram obtidas
a partir do microscépio Zeiss Axioplan com o programa AnalySIS 3.2. As medicles
foram realizadas com o programa Semafore 5.0 JEOL, para a medi¢cdo de capsula
considerou-se a distancia entre a parede celular e o limite externo da cépsula e em
cada célula mediu-se cerca de quatro regides diferentes para obtencdo do tamanho
capsular médio (figura 10). Para a determinacdo do tamanho da levedura mediu-se o
didametro em duas dire¢cdes. Foram analisadas 20 células para cada condicdo e foi
realizado o teste estatistico One-Way ANOVA, com pos-teste de Dunnett, para avaliar
se a diferenca dos tamanhos da capsula e célula era significativa apds os tratamentos.

Os testes estatisticos foram realizados com o programa GraphPad Prism 4.03.

Figura 10. Medicdo do diametro das células e do tamanho da cdpsula, em um. C. neoformans
ATCC 28957. Arquivo pessoal.
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3.9 Contagem de brotamento e alteracdo morfoldgica

A partir das células fixadas e utilizadas para as medicbes descritas acima, fez-se
a contagem do numero de células que apresentavam brotamento ou aspecto
pseudohifa like (figura 11B), em um total de 200 células por cada condicdo (Nakamura
et al, 2004). A avaliacdo de alteracdo morfolégica e contagem de brotamento foram
realizadas sem adicdo de SFB ao meio RPMI 1640. Trés testes independentes foram

feitos.

Figura 11. Leveduras com brotamento (A) e formato pseudohifa like (B). Arquivo pessoal.

3.10 Marcacéo para lipidios neutros com vermelho do nilo (Nile Red)

ApGs a incubacédo das células com os compostos antimicrobianos, as amostras
foram lavadas duas vezes com tampdo PBS, fixadas por 30 minutos com
paraformaldeido 4%, incubadas com 100ul de vermelho do nilo, em uma concentracao
final de 5ug/ml, por 30 minutos (no escuro) e lavadas novamente com PBS. As células
foram aderidas em laminulas com poli-L-lisina, por 2 horas, depois lavadas trés vezes
com PBS para retirar as células ndo aderidas. As laminulas, por sua vez, foram
montadas em laminas para fluorescéncia com N-propil galacto, seladas com esmalte
incolor e guardadas a — 4°C, até a visualizacdo por microscopio 6ptico de fluorescéncia

Zeiss Axioplan.
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3.11 Marcacédo de DNA com DAPI

As células foram processadas, também, para fluorescéncia, utilizando-se um
marcador de nacleo (DAPI). Para tal, as células foram lavadas trés vezes com PBS,
apos os tratamentos com as drogas, previamente descritas, permeabilizadas com
Triton-X 0,5% em PBS por 15min, fixadas com paraformaldeido 4% por 30min e
lavadas por trés vezes com agua destilada. Apos adesdo em laminulas com poli-L-
lisina, por 2h, as células foram incubadas com DAPI em uma concentracédo de 1ug/ml,
por 10min. Depois de lavagens com agua destilada, as laminas foram montadas com N-
propil galato, vedadas com esmalte e guardadas a -4°C até visualizacdo em

microscopio optico de fluorescéncia Zeiss Axioplan.

3.12 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A cepa ATCC 28957 foi incubada por 48 horas, a 35°C, com ou sem 0s
compostos, lavada em tampé&o PBS com 3% de sacarose pH 7,2, fixada por uma hora
em temperatura ambiente com 2,5% de glutaraldeido, 4% de paraformaldeido em
tampédo cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7.2. As células foram lavadas trés vezes em
tampédo cacodilato de sédio e pdés-fixadas, por 2 horas, em tetroxido de 6smio 1% e
ferrocianeto de potassio 0,8%, no escuro. Seguido de trés lavagens com agua
destilada, foram desidratadas em concentracfes crescentes de etanol (30%, 50%, 70%,
90%, duas vezes 100% e 100% super seca), infiltradas e emblocadas em resina Spurr.
Os blocos foram cortados em ultramicrétomo, os cortes recolhidos em grades de cobre,
contrastados com acetato de uranila 5% e citrato de chumbo e analisados ao

microscopio eletrénico de transmissao Zeiss 900.
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4 RESULTADOS

4.1 Microdiluicdo e Concentracdo Fungicida Minima

Os ensaios de microdiluicdo em caldo foram realizados para determinar o perfil
de susceptibilidade das cepas de C. neoformans frente as diferentes drogas estudadas
(tabelas 1 e 2). A analise dos antifungicos comerciais revelou que, para a AMB, 0s
isolados de pacientes do Hospital Universitario (HU) tiveram 1Cso € 1Cgo Um pouco mais
elevados, provavelmente, devido ao tratamento prévio dos pacientes com AMB. Ainda,
os isolados testados apresentaram uma menor susceptibilidade ao FLU, onde os
valores de ICsp e ICyy variaram de 0,5 a 8ug/ml e de 4 a 16ug/ml, respectivamente.
Entretanto, as amostras testadas obtiveram um perfil bastante sensivel para o ITRA e a
TERB, apresentando ICso até 0,5ug/ml para a maioria dos isolados. Interessantemente,
os isolados do HU que apresentaram uma menor susceptibilidade para FLU e AMB
foram mais sensiveis ao ITRA e TERB (tabela 1).

Entre as novas drogas utilizadas (tabela 2), o AZA foi 0 que apresentou menor
atividade contra as cepas de C. neoformans testadas (ICso entre 2 a 16ug/ml).
Entretanto, 0 WSP e EIL mostraram-se promissores devido a sua maior eficacia in vitro.
Para WSP, os valores de ICs ficaram em torno de 0,5 e 1ug/ml e, interessantemente,
todas as cepas apresentaram o mesmo perfil de sensibilidade, inclusive os isolados do
HU que foram menos sensiveis ao FLU e AMB. Os isolados testados também
apresentaram sensibilidade ao EIL, no entanto o perfil de inibicdo foi mais variavel (ICso

entre 0,03 e 4pg/ml).
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Tabela 1. ICsq, ICyo € CFM dos isolados de C. neoformans frente aos antifingicos comerciais.

Concentragao (ug/ml)

Anfotericina B Fluconazol Itraconazol
Cepas ICso ICq0 CFM ICso ICq CFM I1Csq ICqo CFM
C. neoformans T,444 0,06 0,125 0,25 4 8 16 1 4 8
C. neoformans ATCC 28957 0,06 0,125 0,25 2 4 8 0,5 4 8
C. neoformans HEC 3393 0,06 0,125 1 2 4 8 0,5 2 8
C. neoformans CAP 67 0,03 0,06 0,125 2 4 8 0,5 2 8
C. neoformans CN Bel 1 0,125 0,25 1 2 4 8 2 8 16
C. neoformans CN Bel 2 0,125 0,25 1 2 4 8 2 8 16
C. neoformans CN Bel 4 0,06 0,125 0,25 0,5 2 16 0,06 0,5 2
C. neoformans HU 1 1 2 4 4 4 16 0,06 0,25 1
C. neoformans HU 2 1 2 4 8 16 32 0,06 0,25 8
C. neoformans HU 3 0,5 2 8 4 8 16 0,03 0,125 1
C. neoformans HU 4A 1 2 4 2 4 16 0,06 0,125 4
C. neoformans HU 4B 1 2 4 2 4 8 0,03 0,125 4
C. neoformans HU 4C 1 2 4 4 8 16 0,03 0,125 2
C. neoformans HU 6 0,5 1 8 1 4 8 0,06 0,25 2
C. neoformans HU 7 1 2 8 2 4 8 0,03 0,125 4
C. neoformans HU 8 1 2 8 1 4 32 0,03 0,06 1
C. neoformans HU 9 0,5 1 4 2 8 32 0,06 0,125 1
C. neoformans HU 10 0,5 1 4 4 16 32 0,06 0,125 1
C. neoformans HU 11 0,25 0,5 1 4 8 16 0,06 0,125 0,25
C. neoformans HU 12 2 4 8 4 8 16 0,25 0,5 1
C. neoformans HU 13 2 4 8 4 8 64 0,25 1 2
C. neoformans HU 14 1 4 8 4 16 32 0,25 0,5 1
C. neoformans HU 15 2 4 16 2 4 32 0,25 0,5 1

ICs0

0,125
0,125
0,25
0,125
0,25
0,25
0,06
0,5
0,5
0,25
0,5
0,5
0,5
0,25
0,5
0,25
0,5
0,5
0,5
0,25
0,25
0,5
0,25

Terbinafina
ICqo

0,25
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5

1

N = S S

0,5

0,5

0,5
0,5

CFM

0,5

NI N

o~ OO~ DOWODO
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Tabela 2. 1Cs, ICyo € CFM dos isolados de C. neoformans frente as novas drogas.

Concentracao (pug/ml)

Cepas

O0O00000000000000000000 O

. heoformans T;444
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. neoformans CAP 67
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. neoformans CN Bel 2
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Como demonstrado na tabela 3, a CIMgy (CIM de 90% de todas as amostras)
para AMB foi entre 2 e 4ug/ml, novamente, este valor elevado reflete a menor
sensibilidade apresentada pelos isolados de pacientes do Hospital Universitario. Porém,
a maioria das cepas (94%) apresentou CFM até 8ug/ml. Um resultado de CFM com
concentracdes até 4 vezes o valor da CIMgy, como o observado para AMB, reflete a
atividade fungicida desta droga (tabela 4).

Para o FLU, a populacdo testada, também, apresentou ClMgyy de 4ug/ml.
Todavia, as CFM apresentaram valores muito elevados, onde a maior parte da
populagdo obteve CFM de até 32ug/ml, 8 vezes o valor de ClMgyy, corroborando a
caracteristica fungistatica dos azolicos.

Ja o ITRA apresentou CIMgy de 1pug/ml e a TERB de 0,5ug/ml. Aparentemente,
ambos antifingicos tiveram um efeito fungistatico, onde a maior parte da populacao
apresentou CFM de até 8ug/ml.

Analisando a atividade in vitro das novas drogas, todos os isolados obtiveram
ICs0 até 1ug/ml e ICqp até 2 ug/ml para o WSP; 1Cs até 4 pg/ml e 1Cqo até 8 pg/ml para
o EIL. Ja, para AZA, os valores de ICso variaram de 2 a 16ug/ml, ndo sendo possivel
determinar o ICyy para boa parte das amostras. Os valores elevados de CFM obtidos
demonstram que estes compostos apresentaram um efeito fungistatico para a maioria

das amostras testadas.
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Tabela 3. Porcentagem cumulativa das CIM de 23 cepas de C. neoformans.

% Cumulativa de CIM
Concentragao (ug/ml) 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16

Anfotericina B* 0 0 17 30 30 48 83 100

Fluconazol 0 0 0 0 4 12 55 94 100
Itraconazol 22 57 57 74 87 91 100

Terbinafina 0 4 17 56 100

WSP 1267 0 0 0 0 52 100

EIL 4 4 8 12 20 68 90 100
22,26-Azasterol 0 0 0 0 0 0 22 39 82 100

* CIM para AMB corresponde a 100% de inibicao.

Tabela 4. Porcentagem cumulativa das CFM de 23 cepas de C. neoformans.

% Cumulativa de CFM

Concentracao (ug/ml) 0,03 0,06 012 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64
Anfotericina B 0 0 4 17 17 34 34 64 94 100

Fluconazol 0 0 0 0 0 0 0 0 35 70 96 100
Itraconazol 0 0 0 4 4 39 56 69 91 100
Terbinafina 0 0 0 0 4 21 34 64 86 100
WSP1267 0 0 0 0 0 0 4 61 96 100

EIL 0 0 0 0 0 4 4 21 73 100
22,26-Azasterol 0 0 0 0 0 0 0 0 9 26 100*

* corresponde a CFM >16 pg/ml.

4.2 Correlacdo entre as concentracdes inibitérias d  as drogas

Através da analise dos valores de ICsy obtidos para cada composto, por teste de
regressao linear, foi possivel observar uma correlagéo positiva entre: ITRA e WSP (r =
0,56); ITRA e EIL (r = 0,71); TERB e AZA (r = 0,51); e negativa entre TERB e WSP (r =
-0,45) (grafico 1). O valor de r corresponde a inclinacdo da reta de tendéncia e quanto

mais proximo de 1 € este valor, maior a correlagéo entre os dois grupos analisados.
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4.3 Checkerboard

Os ensaios de checkerboard foram realizados para avaliar o efeito das
combinagcfes entre os antifingicos ja comercializados. Para estes ensaios foram
escolhidos uma cepa ATCC, padréo, e um isolado de paciente que apresentou valores
mais elevados de ICsy para o0s compostos testados (ATCC 28957 e HUZ2,
respectivamente). Na tabela 5, encontram-se os valores das concentracdes de
diferentes combinacbes que inibiram 50% do crescimento das cepas. Essas
concentracdes representam a combinacdo mais eficaz para cada par de drogas, ou
seja, a combinacao que apresentou o menor valor de FIC index.

Todas as combinacdes foram sinérgicas para as duas cepas testadas e foram
capazes de diminuir, consideravelmente, a concentracdo da droga. Principalmente,
guando foram combinadas TERB com FLU ou ITRA, onde ocorreu reducdo de mais de
30 vezes o valor da ICsp. O mesmo, também, foi observado nas combina¢des com AMB
para o isolado HU2, onde esta apresentou uma maior sensibilidade a AMB quando
utilizada em conjunto com outro antifingico, ocorrendo reducéo de até 16 vezes o valor

da 1Cs0.

Tabela 5. Combinacdes entre os antifingicos para as cepas ATCC 28957 e HU2.

Concentracdes em pg/ml (FIC index)

ATCC 28957 HU 2
Anfotericina B / Fluconazol 0,06/ 0,25 (0,31) 0,06/ 2 (0,28)
Anfotericina B / ltraconazol 0,06/ 0,015 (0,31) 0,06/ 0,03 (0,27)
Anfotericina B / Terbinafina 0,06/ 0,125 (0,37) 0,12/0,5(0,5)
Terbinafina / Fluconazol 0,015/ 0,06 (0,25) 0,25/0,12 (0,26)
Terbinafina / Itraconazol 0,015/ 0,005 (0,17) 0,06 /0,03 (0,3)
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Corroborando com os dados obtidos através da andlise do FIC index, é possivel
inferir, a partir dos isobologramas, que as combina¢cbes entre os antifungicos
mostraram-se sinérgicas para ambas as cepas testadas (gréficos 2 e 3). De modo que
a maioria das concentra¢des, quando combinadas, apresentam-se abaixo da linha de

“aditividade”, ou seja, abaixo dos valores de 1Csy dos antifungicos utilizados sozinhos.

4.4 Alteracdes no diametro celular

Foram realizadas medi¢des do diametro celular da cepa ATCC 28957, apds 48 e
120h de tratamento, com adicdo ou ndo de 10% de SFB ao meio de cultura, para
avaliar possiveis alteracdes no tamanho celular, ocasionadas pelos quimioterapicos.
Comparado com o controle, o tratamento com os antifungicos AMB, FLU e TERB
causou um aumento significativo no tamanho celular apés 120h, sem SFB, sendo esse
aumento significativo, também, em 120h de tratamento com TERB, com SFB (grafico
4).

Ao incubar as células com a combinagcdo de TERB e AMB, notou-se um aumento
no didmetro celular no tempo de tratamento de 120h, com SFB (gréfico 5). Entretanto,
curiosamente, no tratamento com as demais combinacdes ndo foram observadas
diferencas em comparagao com o controle, apesar de ter havido diferenca quando os
antifungicos foram utilizados sozinhos.

O efeito dos novos compostos testados foi percebido, apenas, no tratamento
com AZA, apés 120h de incubagdo, sem SFB, ocorrendo um aumento celular

significativo comparado ao controle (grafico 6).
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Gréfico 2. Isobologramas de diferentes combinacdes de antifingicos realizados por

checkerboard para C. neoformans cepa ATCC 28957. Os pontos no grafico correspondem as

concentracBes dos quimioterapicos combinados que inibiram 50% do crescimento flngico.
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Gréfico 4. Diametro celular de C. neoformans cepa ATCC 28957, controle e apés tratamento
com AMB, FLU, ITRA e TERB por 48h e 120h, com ou sem SFB. Resultados estdo mostrados
como a média e o desvio padrdo (n=20). * Diferenca significativa em compara¢do com o
respectivo controle (P < 0,05).
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Gréfico 5. Diametro celular de C. neoformans cepa ATCC 28957, ap0s tratamento com as
combinacdes de TERB com AMB, FLU ou ITRA por 48h e 120h, com ou sem SFB. Resultados
estdo mostrados como a média e o desvio padrao (n=20). * Diferenca significativa em
comparagdo com o respectivo controle (P < 0,05).
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4.5 Alteracdes do tamanho de capsula

Apbés os mesmos tratamentos utilizados para medicdo do diametro celular,
também, foram realizadas medi¢cbes do tamanho da cépsula, de modo a avaliar
modificagdes em decorréncia do tratamento com as drogas, em situacdes de estimulo a
uma maior producao de polissacarideo capsular (com ou sem SFB, respectivamente).

Como pode ser visto no grafico 7, ao incubar as células com AMB, ocorreu um
aumento significativo do tamanho de capsula depois de 48h, sem SFB, e no tempo de
120h, sem e com SFB. Nos tratamentos com FLU e ITRA, houve um aumento da
expressdo de capsula em ambos os tempos e condi¢cdes. Interessantemente, o
tratamento com TERB apresentou um aumento significativo do tamanho de capsula
apenas no tempo de 48h, sem SFB. E importante destacar que, nos tratamentos onde
ocorreu um aumento da expressdo de capsula, este aumento foi consideravelmente
maior quando na presenca de SFB.

No tratamento com a combinacdo de TERB e AMB, houve um aumento no
tamanho capsular em 48h, sem SFB, e em 120h, com SFB. Porém, ocorreu diminuicdo
da capsula em 48h, com SFB (gréafico 8). Interessantemente, o aumento de capsula que
ocorreu com SFB ndo foi tdo expressivo quando as células foram tratadas apenas com
AMB. J4, quando se combinou TERB e FLU, ocorreu aumento nos tempos de 48h, sem
SFB, e 120h, com SFB. Diferentemente, ao combinar TERB e ITRA, ocorreu aumento
do tamanho da cépsula em 48h, sem SFB, e em 48h e 120h, com SFB. Entretanto,
curiosamente, observou-se uma diminuigdo no tempo de 120h, sem SFB.

Analisando as novas drogas, foi possivel perceber um maior efeito no aumento

de cépsula tardiamente, apds 120h com SFB, nos trés tratamentos (grafico 9). Ademais,
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houve aumento da cdpsula em 48h, sem SFB, com AZA e EIL. Porém, ocorreu reducao

do tamanho em 48h, com SFB, apdés tratamento com AZA.
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Gréfico 7. Tamanho de cépsula de C. neoformans cepa ATCC 28957, controle e apds
tratamento com AMB, FLU, ITRA e TERB por 48h e 120h, com ou sem SFB. Resultados estdo
mostrados como a média e o desvio padrao (n=20). * Diferenca significativa em comparacao
com o respectivo controle (P < 0,05).
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Gréfico 8. Tamanho de cdpsula de C. neoformans cepa ATCC 28957, apds tratamento com as
combinacdes de TERB com AMB, FLU ou ITRA por 48h e 120h, com ou sem SFB. Resultados
estdo mostrados como a média e o desvio padréo (n=20). * Diferenca significativa em
comparagdo com o respectivo controle (P < 0,05).
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4.6 Contagem de células com brotamento

Prosseguindo com a andlise de possiveis alteracdes morfolégicas provocadas
pelos diversos compostos, foi realizada uma contagem de células que apresentavam
brotamento, nos mesmos tempos descritos acima (48 e 120h) (grafico 10). Em
comparagdo com o controle, a incubacdo com AMB, por 120h, acarretou em um
aumento do numero de células com brotamento. Ja, ao serem tratadas com FLU ou
ITRA, o numero de células com brotamento apresentou um aumento significativo, em
ambos o0s tempos. As células tratadas com TERB apresentaram aumento na
porcentagem de células com brotamento em 48h, porém uma diminuicdo da mesma em
120h.

Curiosamente, ao incubar as células com TERB e AMB combinadas, houve um
aumento na porcentagem de brotamento, ap6s 120h, apesar de ter ocorrido uma
diminuicdo no mesmo tempo de tratamento quando estes antifingicos foram utilizados
sozinhos. Para as combinagdes com TERB e FLU ou ITRA, este aumento foi observado
apenas no tempo de 120h. Da mesma forma, 0os novos compostos testados provocaram
aumento no numero de brotamentos apenas apés 120h.

Este aumento observado no numero de brotamentos, provavelmente, esta
correlacionado com a atividade fungistatica das drogas que impede que a replicacdo se

complete.
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Gréfico 10. Porcentagem de células com brotamento apos tratamentos com diferentes drogas e
controle, por 48h e 120h. C. neoformans cepa ATCC 28957. Graficos mostram média e desvio
padrdo (n=200). * Diferenca significativa em comparag&o com o respectivo controle (P < 0,05).
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4.7 Formacao de pseudohifa like

A partir da observacdo de pseudohifas em microscopia 6tpica, foram realizadas
contagens de tais formas, de modo a quantificar a inducdo de dimorfismo pelos
guimioterapicos. Observou-se que os tratamentos com os azodlicos aumentaram a
formacédo de células pseudohifa like apds 120h (grafico 11). Ja, as células tratadas com
AMB ou TERB nédo apresentaram diferencas significativas, em comparacdo com o
controle, em ambos os tempos. No entanto, a combinacdo da TERB com o0s demais
antifingicos aumentou expressivamente a porcentagem das formas pseudohifa like,
principalmente na combinacdo de TERB com ITRA. Este maior efeito, possivelmente,
ocorreu devido a uma potencializacéo dos efeitos de ambas as drogas quando usadas
juntas, lembrando que estas combinacfes foram as que apresentaram os menores FIC
index.

Analisando os tratamentos da cepa ATCC 28957 com as novas drogas, notou-se
uma inducdo da forma pseudohifa like com WSP e EIL, apds o tempo de 120h. Nao

havendo diferenca significativa no tratamento com AZA.
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Gréfico 11. Porcentagem de células com formato pseudohifa like apds tratamentos com
diferentes drogas e controle, por 48h e 120h. C. neoformans cepa ATCC 28957. Gréficos
mostram média e desvio padrdo (n=200). * Diferenca significativa em comparacdo com o
respectivo controle (P<0,05).
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4.8 Marcacao de lipideos com vermelho do nilo (Nile Red)

O vermelho do nilo € um marcador fluorescente utilizado para a deteccdo de
lipideos neutros em microscopia 6ptica (Greenspan et al, 1985). Esta metodologia foi
utilizada para averiguar se as células apresentavam acumulo lipidico devido a acdo das
drogas. Foram observadas marca¢fes pontuais na cepa ATCC 28957, indicando a
presenca de vesiculas de lipideos, apds 48h de tratamento com os diferentes
compostos (figuras 12 e 13). Os vacuolos podem ocorrer como reservatorios
energéticos ou como um acumulo anormal de lipidios devido a condi¢gbes patoldgicas
(Zinser et al, 1993). A marcacdo observada somente em células tratadas indica um
provavel excesso de esterdis, e/ou seus precursores, na célula e uma desorganizacao

do metabolismo desta.

4.9 Marcacgao do DNA com DAPI

Com o intuito de analisar possiveis altera¢cdes na duplicacdo, ap6s os diversos
tratamentos, foi utilizado o DAPI, uma molécula fluorescente intercalante de DNA.
Dessa forma, o DNA das células foi marcado e analisado, apds 48h de tratamento.
Como pode ser visto na figura 14, ap0s incubagdo com os antifingicos, notaram-se,
principalmente, células sem marcacao para DNA (*), células com brotamento e material
genético ndo duplicado (cabeca de seta), ou células com DNA duplicado, porém este
ndo migrou para a célula-filha (seta fina), além de marcacdes difusas (seta grande). Da
mesma forma, apds incubacdo com as novas drogas, observamos células com uma
marcacado mais alongada (cabeca de seta), sugerindo provavel alteracdo da estrutura
do DNA, células sem marcacgdo para DNA (*) e sem duplicagdo e migracdo do material

genético para o brotamento (seta) (figura 15).
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Figura 12. Microscopia 6ptica de C. neoformans, cepa ATCC 28957. Marcacdo com Nile Red
(B, D, F, H, J) e DIC (A, C, E, G, I). Controle (A-B), tratado com AMB (C-D), FLU (E, F), ITRA
(G, H) e TERB (I, J), 48 horas de incubacdo. Marcacédo pontual presente apenas em células
tratadas. Barras representam 4um.
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Figura 13. Microscopia oOptica de C. neoformans, cepa ATCC 28957. Marcacdo com Nile Red
(B, D, F) e DIC (A, C, E). Tratado com WSP (A-B), AZA (C-D) e EIL (E, F), 48 horas de
incubacado. Marcacao pontual presente apenas em células tratadas. Barras representam 4um.
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Figura 14. Microscopia 6ptica de C. neoformans, cepa ATCC 28957. DIC (A, C, E, G, I) e
marcacao com DAPI (B, D, F, H, J). Controle (A-B), tratado com ICs, de AMB (C-D), FLU (E, F),
ITRA (G, H) e TERB (I, J), 48 horas de incubacéo. Células sem marcacgdo para DNA (*), com
DNA duplicado (seta fina), sem migracdo do DNA para o brotamento (cabeca de seta) e com
marcacao difusa (seta grande). Barras representam 4um.
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Figura 15. Microscopia Optica de C. neoformans, cepa ATCC 28957. DIC (A, C, E) e marcacao
com DAPI (B, D, F). Tratado com ICs, de WSP (A, B), AZA (C, D) e EIL (E, F), 48 horas de
incubacdo. Células com marcacdo alongada (cabeca de seta), sem marcacdo para DNA (*) e
auséncia do material genético no brotamento (seta). Barras representam 4um.
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4.10 Microscopia Eletrbnica de Transmissao

Para observar possiveis alteracdes ultraestruturais causadas nas células pela
acdo das drogas, apos 48h de tratamento. Foram realizados ensaios para microscopia
eletrénica de transmissdo, com a cepa ATCC 28957 tratada com ICso dos compostos,
previamente descritos, em comparagdo com o controle, sem tratamento. As alteracdes
estruturais mais freqlientemente observadas foram: aumento no nimero de vacuolos no
citoplasma, presenca de parede celular menos compacta e o descolamento da
membrana plasmatica da parede celular.

Como pode ser visto nas figuras 16 e 17, os tratamentos com AMB, FLU, ITRA e
TERB causaram modificacdes na estrutura da capsula e da parede celular, sendo
também observado invaginacbes da mesma, apos tratamento. Os antifingicos
causaram, também, o aparecimento de vacuolos no citoplasma das células, além de
alterac6es na morfologia da membrana plasmatica.

Na figura 18, € possivel observar tratamentos por 48h com o valor de 1Csy das
drogas WSP, AZA e EIL. Todos os tratamentos causaram alteracdes na estrutura da
capsula e parede celular, apés os quais, estas se apresentaram menos compactadas e
mais desorganizadas. Outra alteracdo, frequentemente observada, foi o descolamento
da membrana plasmaética da parede celular e o surgimento de estruturas de membrana
dispersas no citoplasma provenientes, provavelmente, da propria membrana plasmatica
e de organelas danificadas (observado nos tratamentos com WSP e AZA). Apés
tratamento com WSP, também foi possivel observar mitocondrias (dificilmente vistas em
MET convencional) com estrutura alterada e inchadas. Ademais, os tratamentos com 0s

inibidores da sintese de esterol ocasionaram o surgimento de vacuolos no citoplasma.
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Figura 16. Microscopia eletrdnica de transmissdo de C. neoformans, cepa ATCC 28957.
Controle (A), tratado com 0,06ug/ml de AMB (B) e 2ug/ml de FLU (C e D). 48 horas de
incubacdo a 35°C. Foram observadas alteracfes na parede celular (seta), descolamento da
membrana (cabeca de seta), presenca de vacuolo (v) e invaginacdes da parede celular (*).
Detalhes no inset (B). Barras representam 1um (A - C) e 0,5um (D).
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Figura 17. Microscopia eletrdnica de transmissdo de C. neoformans, cepa ATCC 28957.
Tratado com 0,5ug/ml de ITRA (A-B) e 0,125ug/ml de TERB (C-D). 48 horas de incubacédo a
35°C. Foram observadas alteragdes na parede celular (seta), descolamento da membrana
(cabeca de seta) e presenca de vacuolo (v). Barras representam 1um.
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Figura 18. Microscopia eletrénica de transmissdo de C. neoformans, cepa ATCC 28957.
Tratado com 1lug/ml de WSP (A e B), 2ug/ml de AZA (C) e 1ug/ml de EIL (D). 48 horas de
incubacdo a 35°C. Foram observadas alteracdes na parede celular (seta), descolamento da
membrana (cabeca de seta), presenca de vacuolo (v), estruturas de membrana (*) e
mitocéndrias (m). Detalhes nos insets (C-D). Barras representam 0,5um (A, C e D) e 0,2um (B).
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5 DISCUSSAO

5.1 Susceptibilidade in vitro

5.1.1 Antifingicos comerciais

Atualmente, para C. neoformans, ndo ha uma padroniza¢éo na determinacdo do
ponto de corte das CIM dos antifungicos comerciais. Dessa forma, a interpretacdo dos
dados obtidos em laboratério teve como base, os pontos de corte de fluconazol e
itraconazol ja estabelecidos para Candida (CLSI, 2008) e estudos relacionados a cepas
de C. neoformans resistentes a anfotericina B (Lozano-Chiu et al, 1998), onde séao
consideradas resistentes as cepas que apresentam CIM > 2 ug/ml, 64 pg/ml e 1ug/ml
para AMB, FLU e ITRA, respectivamente. Ainda ndo esta estabelecido ponto de corte
para TERB, apesar de alguns autores considerarem o ponto de CIM > 8 ug/ml como
resisténcia para Candida (Ryder et al, 1998)

Analisando o perfil de susceptibilidade dos 23 isolados testados, observou-se
que 17% da populacdo teve ICso para AMB entre 2-4 pg/ml (tabela 3), o que seria
considerado resisténcia para Candida, sendo a maioria destas cepas provenientes de
pacientes tratados com AMB, ap6s diagndéstico de criptococose. Entretanto, através da
andlise das CFM (tabela 4) AMB manteve seu efeito fungicida para 94% das amostras,
ndo havendo crescimento de coldnias até quatro vezes o valor da CIM (Hazen, 1998).
Interessantemente, as cepas HU 6, 9, 10 e 11 apresentaram 0S menores valores de
ICq0, entre as amostras do Hospital Universitario, (tabela 1) e as duas Ultimas sao
provenientes de pacientes que receberam FLU como tratamento. Apesar de ndo ser

muito comum o relato de casos de resisténcia a AMB no tratamento da criptococose
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(Lozano-Chiu et al, 1998), € fundamental que haja um monitoramento das CIM de
isolados clinicos devido ao aumento de pacientes imunocomprometidos e por se tratar
de um importante agente oportunista.

As cepas de C. neoformans apresentaram valores inibitérios mais elevados para
o FLU, em comparacdo com os demais antifungicos comerciais (ClMgo=4ug/ml).
Entretanto, nenhuma cepa mostrou-se resistente, inclusive aquelas oriundas de
pacientes tratados com FLU. Ademais, os valores obtidos sdo similares aos descritos

para isolados clinicos na literatura, que demonstram valores de CIM g9 entre 4 e 8ug/ml

(Souza et al, 2005; Pfaller et al, 2005). Curiosamente, a cepa que apresentou maior
sensibilidade ao FLU foi um isolado de gato (CN BEL4).

Como pode ser visto na literatura, o ITRA, em geral, apresenta valores menores
de CIM para C. neoformans (Alves et al, 2001; Espinel-Ingroff, 2003). Da mesma forma,
este apresentou grande atividade para as cepas testadas, principalmente, para 0s
isolados do HU, que se mostraram mais sensiveis. Apenas 3 amostras foram
resistentes (T:-444, CN BEL1 e 2), porém, como nao tivemos acesso as fichas dos
pacientes do Hospital de Belém, ndo é possivel afirmar se tal resisténcia é devido a um
tratamento prévio com ITRA. Vale ressaltar, que a maioria destes pacientes é HIV
positivo, tendo alta probabilidade de ja ter tido infec¢cbes fungicas e tratamentos
anteriores. Como era esperado, 0s azois apresentaram uma atividade fungistatica,
sendo as CFMs maiores que quatro vezes os valores de I1Csg

Apesar de ser utilizada, principalmente, contra fungos filamentosos na clinica
de dermatofitoses, alguns estudos ja mostraram a eficacia in vitro da TERB contra C.

neoformans e leveduras do género Candida (Ryder et al, 1998; Li et al, 2008; Jessup et
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al, 2000). Similarmente, no presente estudo foi possivel observar uma alta sensibilidade
das cepas de C. neoformans a TERB, onde 100% dos isolados apresentaram valores
de CIM até 0,5ug/ml (tabela 3). Ao contrario do efeito fungicida observado em fungos
filamentosos, a TERB teve, aparentemente, um perfil fungistatico para C. neoformans.
Na literatura existem relatos de eficacia clinica da TERB em pacientes com candidiase
cutanea (Jones, 1990; Jung et al, 1994). Dessa forma, devido a existéncia de possiveis
manifestacdes cutaneas da criptococose e recentes relatos de criptococose cutanea
primaria (Calista et al, 1997; Revenga et al, 2002; Xiujiao & Ai'e, 2005) acreditamos
gue, a partir dos dados obtidos, a TERB pode ser uma alternativa nesses tratamentos.
Porém, sdo necessarios mais estudos e testes in vivo com C. neoformans para melhor

correlacionar os resultados in vitro com a clinica.

5.1.2 Novos compostos antimicrobianos

O composto WSP pertence a classe das quinuclidinas, agentes
hipocolesterolémicos, tal classe tem demonstrado grande atividade contra
Trypanosoma cruzi, Leishmania mexicana, L. amazonensis e Toxoplasma gondii
(Urbina et al, 2004; Rodrigues et al, 2005; Martins-Duarte et al, 2006). Na presente
dissertacdo, WSP apresentou oOtima atividade antifingica contra C. neoformans,
obtendo valores de ICso entre 0,5 e 1ug/ml, inclusive para os isolados resistentes a
AMB.

A classe dos azasterois ja possui atividade antifiungica conhecida ha muitos anos
(Burbiel & Bracher, 2003). Neste trabalho testamos um novo azasterol, 22,26-azasterol.
Ao contrario do que foi visto por nosso grupo em espécies de Candida, onde muitas

foram sensiveis ao AZA, inclusive cepas resistentes a FLU, como C. krusei (Ishida et al,
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2009), observamos valores de ICso e ICq elevados pra C. neoformans (tabela 2),
obtendo um CIMgo= 16ug/ml (tabela 3). Entretanto, o EIL, que inibe a mesma enzima na
via de biossintese do ergosterol, apresentou uma melhor atividade antifingica, onde
apenas dois isolados (CN BEL 1 e 2) apresentaram ICsy maior de 4ug/ml. Tanto AZA
guanto EIL j& tiveram suas atividades demonstradas contra espécies de Candida, in
vitro, e tripanosomatideos, in vitro e in vivo (Ishida et al, 2009; Rodrigues et al, 2007;
Urbina et al, 1996; respectivamente). E importante destacar que, pela analise das
concentracdes fungicidas minimas, os trés novos compostos testados obtiveram um

efeito fungistatico.

5.1.3 Correlacao entre as concentracdes inibitérias das drogas

Comparando os ICso de todas as drogas testadas, foi possivel perceber uma
correlagdo positiva entre TERB e AZA; ITRA e WSP; ITRA e EIL, sendo maior a
correlacdo entre os dois ultimos, devido ao coeficiente de correlagdo ter sido mais
préximo de 1, r = 0,71 (grafico 1). Ou seja, teoricamente, um paciente que responder
bem ao tratamento com ITRA, também respondera a um tratamento com EIL. Porém,
também, hd uma chance maior de haver resisténcia cruzada, onde uma cepa resistente
ao ITRA terd maior probabilidade de, também, ser resistente para EIL. O mesmo vale
para as demais drogas que obtiveram uma correlacdo positiva. Apenas TERB e WSP
apresentaram correlacdo negativa, o que significa que pacientes que ndo responderem
a um dos quimioterapicos, poderdo, em teoria, responder bem ao outro (Cleophas et al,

2006).
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5.1.4 Combinacgéo entre os antifingicos

A combinacdo de duas drogas pode aumentar a eficacia individual, de modo que
se atinja um quadro clinico satisfatério usando baixas concentracées de cada droga.
Além disso, a combinacdo de drogas, devido a diminuicdo das doses utilizadas, pode
prevenir o surgimento de cepas resistentes in vivo (Lupetti et al, 2003). Entretanto,
atualmente, existem poucos estudos clinicos mostrando a eficiéncia das combinacdes
de drogas e de seus efeitos adversos. Nos estudos in vitro, os métodos mais utilizados
sdo os de checkerboard e curva de tempo de morte. A técnica de checkerboard pode
ser, usualmente, realizada em laboratoérios clinicos, entretanto, hoje em dia, nao
existem protocolos de padronizagdo disponiveis (Cuenca-Estrella, 2004). Neste estudo,
nos baseamos nos modelos de Eliopoulos & Moellering (1991).

Entende-se por sinergismo, uma interagao positiva entre dois agentes cujo efeito
inibitério € maior que a soma dos efeitos individuais (Odds, 2003). Os dados obtidos na
presente dissertacdo, através de ensaios de checkerboard e analise dos isobologramas
(tabela 5; gréficos 2 e 3), mostraram existir sinergismo entre todas as combinacdes
realizadas para as cepas ATCC 28957 e HUZ2: azolicos com AMB, e TERB com AMB ou
azolicos.

Estudos in vitro de combinacdo em isolados de C. neoformans, descritos na
literatura, mostram resultados variados, dependendo da técnica e cepa utilizada. AMB
com azolicos mostram sinergismo, antagonismo ou nenhuma interagdo. Ja,
combinacbes com TERB ndo foram realizadas para C. neoformans. No entanto,

estudos in vivo com animais mostram que combinacdes entre AMB e azdlicos tem um
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efeito similar a monoterapia de AMB, mas € superior a monoterapia de azélicos. Testes
com a TERB néo foram realizados (Barchiesi et al, 2000).

Ensaios farmacocinéticos com TERB demonstram que ha uma baixa penetragéo
do antifangico no pulméo e tecidos profundos, sendo sua maior concentracdo em tecido
adiposo e cutaneo (Hosseini-Yeganeh & McLachlan, 2002). Todavia, alguns relatos de
caso descrevem sucesso clinico da monoterapia com TERB para aspergilose pulmonar
refrataria em paciente imunocomprometido (Schiraldi et al, 1996 e 1996a). Dessa forma,
combinacgfes antifungicas podem ser utilizadas em pacientes que nao respondem ao
tratamento convencional. Porém, mais estudos clinicos sdo necessarios para melhor

avaliar a eficacia e vantagens das combinacoes.

5.2 AlteracGes morfologicas

5.2.1 Medicao do diametro celular

Continuando a investigacdo dos efeitos das drogas sobre o C. neoformans,
percebemos que o aumento celular ocorreu mais tardiamente, apenas apés 120h de
tratamento (graficos 4-6). Ademais, nem todos os compostos causaram esse efeito,
somente os tratamentos com AMB, FLU, TERB, combinacdo de TERB com AMB e
AZA. A adicdo de SFB ao meio de cultura ndo ocasionou uma alteracdo do diametro
celular, havendo aumento celular apés incuba¢do das leveduras com TERB e TERB

com AMB, apenas.

5.2.2 Medicao do tamanho de capsula
O tamanho da capsula do C. neoformans varia de acordo com condi¢cfes

ambientais, e ja estdo descritos diversos fatores que estimulam o crescimento capsular,
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um deles € a adicdo de soro de mamifero ao meio de cultura (Zaragoza et al, 2003).
Dessa forma, analisamos os efeitos sobre o tamanho capsular, causados pelo
tratamento com as drogas, com e sem adi¢cdo de SFB ao meio.

Em geral, os antifingicos causaram um aumento do tamanho capsular nos
tempos testados, sendo que o tratamento com TERB ocasionou este aumento apenas
no tempo de 48h, sem SFB (graficos 7-9). Interessantemente, ao combinar 0s
antifingicos com TERB o efeito deste se sobrepds, de modo que o aumento da capsula
foi menor do que o observado com os antifungicos sozinhos e nem todos os tempos
apresentaram aumento capsular significativo, ocorrendo até diminuicdo da capsula nos
tratamentos de TERB com AMB e TERB com ITRA, apds 48h e 120h, respectivamente.

O tratamento com as novas drogas, também, ocasionou um aumento do
tamanho capsular, principalmente apds 120h com SFB. Em todos os tratamentos, o
aumento foi mais expressivo na presenca de SFB. Esse aumento, percebido apés os
tratamentos, pode ser explicado como uma provavel resposta do fungo ao estresse
sofrido, ou ainda, como uma desestabilizacdo da estrutura fibrilar da capsula, tornando-
a mais frouxa e, portanto, aparentemente maior.

Apesar de alguns trabalhos demonstrarem diminuicdo de tamanho
capsular apos tratamentos com antifingicos (Zaragoza et al, 2005), 0 mesmo grupo ja
observou a auséncia de alteracdo do tamanho capsular frente ao voriconazol (Duin et
al, 2004). Indicando que a alteracdo da capsula pode variar de acordo com o teste

realizado.
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5.2.3 Porcentagem de brotamento

O efeito observado dos compostos sobre o brotamento celular foi, em geral, um
aumento da porcentagem de células com brotamento em comparagcdo com o controle
(grafico 10). Os azolicos, principalmente, apresentaram um aumento expressivo da
porcentagem de brotamento. Novamente, as novas drogas tiveram um efeito mais
tardio, apresentando um aumento de células com brotamento somente apds 120h de
tratamento. Provavelmente, o aumento de brotamento observado esté relacionado com
a acado fungistatica dos compostos, de modo que, ao impedir o crescimento fungico,

muitas células podem iniciar o brotamento e ndo conclui-lo.

5.2.4 Formagéao de pseudohifa like

Apesar do Cryptococcus nao ser reconhecidamente um fungo dimérfico (ndo
sofre transicao entre levedura e hifa no hospedeiro), alguns estudos e relatos de casos
mostram a possibilidade de formacéo de hifas in vitro e o aparecimento de pseudohifas
durante infecgao in vivo (Wickes et al, 1996; Williamson et al, 1995; Bemis et al, 2000).
No presente estudo, observamos a inducdo na formacdo de tubos germinais, etapa
inicial de formacdo de pseudohifas, apos 120h de tratamento com o0s agentes
inibitérios, havendo uma maior inducéo a partir da incubacéo das leveduras com FLU,
ITRA, e com as combinacdes com TERB e EIL (gréfico 11). Geralmente, a inducdo de
pseudohifas em fungos que, normalmente, ndo as produzem, como Saccharomyces
cerevisiae, ocorre atraves de fatores de estresse ambiental (Wickes et al, 1996). Dessa
forma, € provavel que os quimioterapicos estejam agindo como fatores de estresse

capazes de induzir a filamentacdo em leveduras de C. neoformans. Alguns estudos in
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vivo relatam que as formas de pseudohifas seriam avirulentas, uma vez que néo séo
capazes de estabelecer infeccdo em camundongos (Neilson et al, 1978 e 1981).
No entanto, € importante destacar que a aparente filamentacdo pode ser

resultado de um brotamento mal formado. Sendo os compostos capazes de afetar a

estrutura da parede celular e, consequentemente, a morofologia do brotamento.

5.3 Acumulo de lipideos

A marcacédo pontual por vermelho do nilo, observada apds os tratamentos com
as drogas testadas, nos permite inferir que estes causam acumulo de lipideos no
citoplasma da célula (figuras 12 e 13). Dessa forma, demonstrou-se a possivel atuacédo
desses compostos, principalmente os novos agentes, no metabolismo de sintese
lipidica, como, também, j& foi demonstrado no tratamento de Leishmania amazonensis

com AZA (Rodrigues et al, 2002).

5.4 AlteracBes no material genético
Como pode ser observado na figura 19, durante a divisdo celular de leveduras,
ocorre uma formacéo inicial do brotamento com o seguinte deslocamento, alongamento

e divisdo do ndcleo entre as duas células (Kopecké et al, 2000).

veoeds

Figura 19. Esquema representativo da divisdo celular de C. neoformans. Adaptado de Kopecka
et al, 2000.
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Assim, a partir da marcagcdo do DNA com DAPI apds os tratamentos com 0s
compostos testados, foi possivel observar possiveis alterac6es na migracdo do material
genético (figuras 14 e 15). Foram vistos brotamentos sem migracéo e divisdo do DNA,
células sem marcacdo para DNA ou com DNA duplicado, além de marcacles
alongadas indicando provéavel divisdo sem haver formacdo de brotamento. Dessa
forma, é possivel que os agentes testados na presente dissertacdo atuem em outras

vias, alterando também, de alguma forma, o ciclo celular.

5.5 AlteragOes ultraestruturais

Através da microscopia eletronica de transmissao pudemos avaliar as alteracdes
causadas pelos diferentes tratamentos (figuras 16-18). As drogas utilizadas atuam na
sintese do ergosterol ou se ligando diretamente a ele, portanto, alteracdes na
membrana plasmatica foram observadas, como era esperado. Além disso, 0s
tratamentos causaram ma formacgédo da parede celular, provavelmente devido a uma

alteracdo da atividade da enzima [1-3 glucana sintase, que se encontra inserida na

membrana, e é responsavel pela sintese do principal componente da parede celular.
Houve, também, um aumento de vacuolos no citoplasma provenientes, possivelmente,
da alteracdo do metabolismo celular, podendo ser relacionados com as marcacdes
lipidicas observados através de microscopia de fluorescéncia (Nile Red). Além disso,
observou-se um inchago mitocondrial provocado, principalmente, por tratamento com
WSP. Alteracfes similares a essas também foram percebidas nos tratamentos de AZA

e EIL com C. albicans (Ishida et al, 2009).

61



6 CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo, os dados demonstrados nesta tese indicam que 0S compostos
WSP1267, epiminolanosterol e 22,26-azasterol tém grande potencial em se tornarem
novos antifingicos. Sendo necessarios estudos in vivo para melhor compreender suas
atuacbes durante a infeccdo. Ademais, a terbinafina mostrou-se eficaz contra os
isolados de C. neoformans, sendo uma possivel alternativa no tratamento da

criptococose.
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7 CONCLUSOES

O Os isolados de C. neoformans foram sensiveis aos tratamentos com TERB, WSP

e EIL. Tendo estas drogas apresentado um efeito fungistatico.

0 Combinacdes in vitro entre TERB e azéis, TERB e AMB e AMB com azois foram
sinérgicas para as duas cepas testadas, podendo ser terapias alternativas em

caso de falha clinica.

O Ap6s 120h de tratamento com AMB, FLU ou AZA ocorreu um aumento do

didmetro celular em comparagédo com o controle.

[ A cepa ATCC 28957 aumentou a expressao de capsula apos tratamento com 0s

quimioterapicos, sendo esse aumento mais evidente na presenca de SFB.

[ Os compostos testados causaram um aumento na porcentagem de células com
brotamento, possivelmente devido a acdo fungistatica, ndo ocorrendo

finalizacdo do processo replicativo.

O Tratamentos de 120h com FLU, ITRA, EIL e combina¢gbes com TERB, induziram

o surgimento de formas pseudohifa like.

O Estudos por MET revelaram alteragBes na membrana plasmética, na estrutura da
parede celular, aumento de vacuolos citoplasmaticos e inchagos mitocondriais,

apos 48h de incubacdo com as drogas.

O O tratamento com estes compostos alterou o metabolismo do fungo, causando
acumulo de vesiculas de lipideos observadas através de marcacdo com Nile
Red.

(O Todos os agentes testados causaram alteracbes no ciclo celular do fungo,

mostradas através da marcagao do nucleo por DAPI.
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