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INTRODUCAO

Leveduras do género Cryptococcus apresentam ampla distribui¢do no ambiente e
podem ser encontrados no ar, solo, excretas de aves, dgua e troncos de arvores. A
criptococose ¢ uma micose sistémica causada por fungos leveduriformes do género
Cryptococcus que acometem humanos e animais, causando principalmente alteracdes
no trato respiratério e sistema nervoso central (SNC). A criptococose acomete
principalmente pessoas imunocompetentes, como pacientes portadores de HIV,
portadores de doencas imunossupressivas, e preferencialmente acomete o SNC,
provocando a meningoencefalite criptococica. Cryptococcus neoformans var. grubii
H99 ¢ o isolado utilizado frequentemente nos estudos de viruléncia, uma vez que € mais
patogénica do que variedade neoformans e globalmente, ¢ a que causa grande maioria
das doencas, incluindo mais de 99% das infecgdes em pacientes com AIDS e mais de
95% nas pessoas em geral (RSBMT, 2008). O tratamento padrdo da criptococose se da
pela combinacdo de Anfotericina B com Flucitosina durante 2 semanas (terapia de
indugdo), seguidas por oito semanas de consolidacdo com fluconazol ou itraconazol
(RSBMT, 2008; SOUZA et al., 2005). A resisténcia as drogas, poliénicos ¢ azois é
menos frequente em Cryptococcus, porém alguns autores relataram, em cepas isoladas
obtidas de pacientes que evoluiram para meningoencefalites, o desenvolvimento de
resisténcia a Anfotericina B (SOUZA et al.,, 2005). Fenotiazinas sdo farmacos
antipsicoticos que podem ser utilizadas pelas suas potentes propriedades antieméticas e
sedativas e uma das principais ¢ a Tioridazina (TR) (PENILDON, 2010). Fenotiazinas
em geral, e especialmente a TR, tém se mostrado eficientes na atividade antimicrobiana
tanto in Vvitro como in Vvivo contra uma variedade de microrganismos patogénicos,
incluindo fungos, protozoarios ¢ bactérias (AMARAL et al., 2001). Experimentos
conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa revelaram que a TR apresenta atividade
antimicrobiana in vitro contra leveduras de P. brasiliensis, causador da PCM, em
concentragdes micromolares. Além disso, estudos de expressdo génica em larga escala
mostraram que esse composto € capaz de induzir uma profunda alteragdo no



transcriptoma do fungo, modulando a expressao de pelo menos 1800 genes. A avaliagao
desses genes revelou que a TR inibe a modulagdo daqueles relacionados a uma via
fundamental para a viabilidade do fungo, denominada via de Sinalizacao da Integridade
da Parede Celular (via CWI — Cell Wall Integrity signalling pathway) (FUCHS e
MYLONAKIS, 2009), impedindo a produgao dos principais polissacarideos estruturais
da parede celular (quitina e glucana). O uso de substincias organometdlicas como
agentes biologicamente ativos ¢ bem documentado na literatura. Estudos preliminares,
realizados com diversos compostos derivados de Telario (IV), se mostraram
promissores quanto a sua aplicabilidade como agentes terapéuticos, uma vez que
apresentam propriedades bioldgicas extremamente interessantes, agindo, por exemplo,
como imunomoduladores (SREDNI et al.,1987), inibidores seletivos de cisteino-
proteases (ALBECK et al., 1998) e potencializadores da agdo de alguns
quimioterapicos, como o Taxol (SREDNI et al., 1990). Além disso, verificou-se que
algumas  organoteluranas  apresentam  atividades  antimicrobianas  contra
microorganismos responsaveis por diversas doencas em seres humanos, como
leishmaniose, malaria, doenga de Chagas e poliovirose (VIEIRA et al., 2011; EL
CHAMY MALUEF et al., 2016). Nesse sentido, sabe se que tanto a Tioridazina quanto
as teluranas possuem atividades antimicrobianas tanto in vitro como in vivo contra uma
variedade de microrganismos patogénicos.

OBJETIVOS

O objetivo do projeto foi determinar a sensibilidade Cryptococcus neoformans var.
grubii H99 frente a Tioridazina (TR) e as Teluranas RF-07, RF-28 e GDS-05, a partir da
avaliacao de densidade Otica e ensaios para determinacdo da concentragdo inibitoria
minima (MIC). Além disso, o projeto visava verificar se a TR afeta a parede celular por
meio do tratamento das células fungicas com o fluor6foro Calcofluor White (CFW),
além de analisar, através de ensaios de qPCR, os niveis de expressao dos genes
relacionados a via CWI, além daqueles relacionados a biossintese de quitina e glucanas
em leveduras de C. neoformans var. grubii H99 tratadas com TR.

METODOLOGIA

O cultivo Cryptococcus neoformans foi realizado em aproximadamente 50 mL de YDP
Modificado liquido com uma algada a partir de um cultivado em meio YPD solido e
mantido em um agitador orbital (120 rpm) a 35°C, durante 12 horas. Apo0s isso, leu-se a
D.O.600 € ajustou-se a densidade Otica para 0,6, realizando leituras de D.O.c00 a cada
hora. Essas culturas foram submetidas ao crescimento em meio liquido contendo
Tioridazina, TR, na concentragdes entre 10 uM a 75 uM, além das teluranas RF-07, RF-
28 e GDS-0, nas concentracdes entre 15 pM a 60 pM. Para os experimentos de
determinagdo da concentragdo inibitéria minima (MIC), foram seguidas as
recomendacdes padronizadas pelo documento M27-A2 (2002) do NCCLS. As
concentragdes utilizadas foram entre 120 uM a 0,234 uM. Apos 72h de incubacdo a
35°C, foi realizada leitura em espectrofotdmetro de placa (Synergy H1 Multi-Mode
Reader, Biotek) a D.O.s30. Para a andlise de conteido de quitina, leveduras de C.
neoformans var. grubii H99 (D.O.s00 = 0,6) foram cultivadas sob as mesmas condig¢des
descritas acima na presenca de 30uM e 50 uM de TR. Em seguida, as cé¢lulas tratadas
conforme recomendado por Rolli e colaboradores (2009), coradas com 2 pg/mL de
Calcofluor White (CFW) (Sigma-Aldrich) durante 5 min, a 36 °C e a emissdo de
fluorescéncia foi entdo quantificada em espectrofluorimetro Hitachi F-4500 (Hitachi
High Technologies Co.), utilizando 360/440 nm emissao/excitacao, respectivamente. As
amostras foram também centrifugadas e congeladas em nitrogénio liquido e



encaminhadas para extragdo de RNA total, utilizando o Mini Kit RNeasy da
QIAGEN®. O cDNA foi sintetizado segundo recomendag¢do do fabricante: Superscript
I RT (200 U/uL — Invitrogen). O c¢cDNA foi purificado em Microcon YM-30
(Millipore). Cada qPCR foi realizada em triplicata, sendo constituida de: 100 ng de cada
cDNA, 100 nM de cada primer (Forward e Reverse) ¢ 10 uL de SYBR Green PCR
Master Mix 2x® (Applied Biosystems). O gene que codifica a actina foi utilizado como
normalizador. As amplificacdes foram realizadas em aparelho ABI Prism® 7500 Real
time PCR System (Applied Biosystems®), nas condi¢des indicadas pelo fabricante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na presenca de TR, leveduras de C. neoformans var. grubii H99 se mostraram sensiveis
e tiveram seu crescimento comprometido na presenca da droga, com total inibicdo do
crescimento com 30,52 pg/mL (75 pM). Dados semelhantes foram observados em
leveduras de P. brasiliensis tratadas com 20,35 ug/mL (50 uM) de TR. A MIC ficou em
torno de 24,42 pg/mL (60 uM). Resultados com P. brasiliensis revelaram MIC
aproximadamente 6,5 vezes menor (3,76 pug/mL - 9,23 upuM). Os dados aqui
apresentados, obtidos por duas metodologias distintas, sdo promissores no que diz
respeito ao possivel uso da droga para o tratamento da criptococose, uma vez que o
fungo teve seu crescimento reprimido em concentragdes micromolares. A analise sobre
o contetido de quitina na parede celular C. neoformans var. grubii H99 tratadas com TR
nas concentracdes de 30 uM e 50 uM (concentracdes ndo letais) foram realizados para
verificar se a TR apresenta efeito semelhante ao observado sobre leveduras de P.
brasiliensis. Como resultado, ndo foi observada diminuigdo do teor de quitina de forma
dose-dependente pelo tratamento com CFW, sendo necessario uma abordagem
alternativa para quantificar o teor de quitina em leveduras de C. neoformans. Os dados
referentes aos experimentos de expressdo génica foram conduzidos de maneira a
verificar se a TR poderia agir de forma semelhante ao verificado em P. brasiliensis,
tratado com TR, inibindo os principais genes responsaveis pela ativagdo da via CWI,
além da sintese de quitina, a-glucana e B-glucana de maneira dose-dependente. Nossos
dados revelaram sub-regulagdo de ~7x na concentracdo de 30 uM e de ~ 10x com doses
de 50 uM de TR para a modula¢do do gene quitina sintase 6. No entanto, os demais
genes (WSC, Rho 1, a e B glucana sintase) ndo apresentaram padrio semelhante, pois a
modulagao foi sutil (variando 1 ou 2x em relagdo ao controle). Dessa forma, os dados
aqui gerados sugerem um enfraquecimento da parede pela droga por inibi¢do da
producdo de quitina, uma vez que o fungo estd apresentando o crescimento afetado na
presenga da droga e doses de 50 uM foram capazes de sub-regular em 10 x o perfil de
expressdo do gene. Porém, ainda ndo foi possivel verificar se a via CWI estd envolvida
nesse processo. Os ensaios realizados com as teluranas RF-07, RF-28 ¢ GDS-05 em
curvas de crescimento nas concentragdes de 15 uM, 30 uM e 60 uM mostraram efeitos
variados para cada composto. Para a RF-07, a concentracao letal foi de 60 uM. Efeito
semelhante foi observado para a RF-28. Surpreendentemente, a GDS-05 ndo apresentou
efeito sobre as células de C. neoformans var. grubii H99 mesmo na maior concentragio
testada (60 uM). Nos experimentos de concentragcdo inibitéria minima, foi possivel
determinar a MIC para RF-07 de 1,612 pg/mL (3,75 uM). Os valores sdo 2,5 vezes
menores do que os que foram verificados em P. brasiliensis (4,3 ug/mL = 10 uM) pelo
nosso grupo de pesquisa. Nao foi possivel determinar a MIC para a RF-28 e GDS-05,
uma vez que houve crescimento mesmo na maior dose testada (~ 50 pg/mL, 120 uM).



CONCLUSOES

Os estudos realizados com C. neoformans var. grubii H99 exposto a TR, tanto em
ensaios por meio de curvas de crescimento [75 uM (30,52 pg/mL)], quanto em ensaios
de MIC [60 uM (24,42 pg/mL)], demonstraram a inibicdo de seu crescimento, como
verificado em Paracoccidioides brasiliensis [50 uM (20,35 pg/mL) em curva de
crescimento ¢ MIC [9,23 uM (3,76 pg/mL)]. Os estudos realizados com C. neoformans
var. grubii H99 expostos as teluranas revelaram que RF-28 ¢ GDS-05 nao foram
capazes de afetar o crescimento do fungo em MIC, mas para RF-28 houve uma
diminui¢do sutil em curva de crescimento, 0 mesmo também ndo pode ser visto para
GDS-05. Ja para a RF-07, houve um valor de inibicdo de 60 pM (25,79 pg/mL) em
curva de crescimento; e para a MIC de 3,75 pM (1,612 pg/mL), A anélise do teor de
quitina através do CFW ndo revelou variagao no teor de quitina nas condi¢des testadas.
No entanto, os dados de analise de expressdo génica por qPCR revelaram que o gene
quitina sintase 6 se encontra sub-regulacdo ~7x para a concentragdo de 30 uM e de
~10x para de 50 uM em relagdo ao controle. A variacdo de expressdo génica para os
principais genes responsaveis pela ativagdo da via CWI e biossintese de quitina e
glucanas foi muito sutil. Dessa maneira, os dados coletados até o0 momento indicam que
a presenga da TR pode inibir a producdo de quitina, importante componente da parede
celular de C. neoformans e essencial para a manutengdo das suas células. Porém, os
dados ainda s3o inconclusivos quanto a participacdo da via CWI nesse processo, bem
como aqueles responsivos a via, como glucanas (a e ). Experimentos adicionais serdo
realizados de maneira a esclarecer o mecanismo pelo qual a TR afeta o crescimento de
C. neoformans. Os dados obtidos com a RF-07 e TR sdo promissores, uma vez que 0s
valores de MIC e curvas de crescimento parecem ser compativeis com um possivel
tratamento para a criptococose (doses micromolares).
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