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TRATAMENTO COM NOVO TIAZOL
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RESUMO

A criptococose humana pode ocorrer como uma infeccdo primaria ou oportunista e envolver
diferentes 6rgdos do hospedeiro. Para o tratamento da criptococose sdo utilizados
frequentemente os polienos e os azolicos, porém, mediante a emergéncia de linhagens
resistentes, toxicidade e limitado niumero de farmacos disponiveis, faz-se necessaria a pesquisa
por novos farmacos antifangicos. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia
do tratamento com o tiazol RN104 nos fatores de viruléncia do fungo Cryptococcus gattii.
Foram realizados ensaios in vitro e in vivo com esse composto tiazélico, o qual em estudos
anteriores demonstrou acdo antifingica. No ensaio in vitro foi observado que o composto
RN104 é capaz de aumentar a espessura da capsula fungica e diminuir a melanizacdo. Além
disso, esse tiazol teve acdo nas células em biofilme e aumentou a fagocitose em macrofagos
murinos. Importante ressaltar ainda, que o composto testado reduziu a carga fungica no pulméo
de camundongos. Sendo assim, os resultados obtidos indicam que o tiazol RN104 pode ser um
potencial agente terapéutico para a criptococose, sendo capaz de agir diretamente sobre as
leveduras, promover uma fagocitose eficiente e inibir importantes fatores de viruléncia de C.
gattii.

PALAVRAS-CHAVE: Criptococose. Antifungicos. Tiazol.

1 INTRODUCAO

O genéro Cryptococcus é composto por leveduras capsuladas, sendo que C. gattii €
considerado  um dos principais agentes etiolégicos da criptococose humana
(CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006). Essa doenca se caracteriza por manifestaces
clinicas em sitios pulmonares, cutaneos e cerebrais, podendo ainda, progredir para o quadro
mais grave da doenca, a meningoencefalite (ROSSI et al., 2016; NEGRONI,2012).

A criptococose € uma infeccdo que apresenta distribuicdo mundial. Recentemente, um

estudo revelou que 220.000 novos casos de meningite criptococica ocorrem todo ano,
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resultando em 181.000 mortes (RAJASINGHAM et al., 2017). A infec¢do ocorre através da
inalacdo de basidiosporos ou leveduras dessecadas que penetram o trato respiratorio e alcangam
0 pulmao, local em que comegam a se reproduzir e a invadir outros tecidos (MAY et al., 2016).
Essas células fangicas podem ainda se disseminar atraves da corrente sanguinea para o cérebro
(WILLIAMSON et al., 2016).

Cryptococcus spp. apresenta uma ampla variedade de fatores de viruléncia, como
capsula polissacaridica, producdo de melanina, capacidade de crescimento a 37°C e producéo
de enzimas (ALSPAUGH, 2015). Esses fatores podem modificar a resposta imune do
hospedeiro e melhorar a sobrevivéncia do patégeno (VOELZ; MAY, 2010). Para o tratamento
da criptococose sdo utilizados principalmente a anfotericina B e azdlicos (PERFECT et al.,
2010). Contudo, ha relatos de linhagens resistentes ao fluconazol e a anfotericina B (KWON-
CHUNG et al.; 2014). Além disso, considera-se que a anfotericina B seja nefrotoxica e
hepatotoxica (GULLO et al., 2013).

Diante da emergéncia de linhagens resistentes, toxicidade dos antifngicos e limitado
nimero de farmacos disponiveis, novas pesquisas vém tentando encontrar compostos com
possivel atividade antifungica. Entre esses novos compostos estdo os derivados tiazélicos
(KHALIL et al., 2015). Estudos anteriores demonstraram diversas vantagens dessas
substancias, como o efeito em novos alvos de a¢éo, bem como, a possibilidade de combinagéo
com outros farmacos, possibilitando maior espectro de atividade. Dessa maneira, 0 presente
estudo tem por objetivo avaliar os fatores de viruléncia de Cryptococcus gattii apds o tratamento

com um novo composto tiazol.

2 METODOLOGIA

C. gattii. No presente trabalho foi utilizada uma linhagem clinica de C. gattii (L27/01)
pertencente a Colecdo de Culturas do Laboratério de Micologia, da Universidade Federal de
Minas Gerais. As leveduras foram cultivadas em &gar Sabouraud dextrose por 48 horas em
estufaa 37°C.

Composto tiazol. Inicialmente foi realizado um ensaio de microdiluicdo com a
substancia sintética RN104 que forneceu o valor de sua Concentragéo Inibitoria Minima (CIM).

Mensuracdo do tamanho da capsula. Para analise do tamanho da capsula, foi
preparado um inoculo 1x10° células de C. gattii em meio RPMI, e adicionada a substancia
RN104 conforme o valor de CIM. Células néo tratadas foram utilizadas como controle negativo,

todos mantidos a 37°C por 48 horas. Apos este periodo, preparou-se ldminas com a suspensao



de células e adicionou-se tinta nanquim para a visualizacgdo em microscopio Optico
(AXIOPLAN, Carl Zeiss). A cépsula e o didametro de cinquenta células foram mensurados
usando o programa ImageJ 1.40 g.

Producdo de melanina. Preparou-se um meio contendo L-dopa acrescido do tiazol
RN104, nas concentragdes sub-CIM, 1x CIM, 2x CIM e 4x CIM. A seguir, as leveduras foram
repicadas e, observou-se o crescimento nesse meio apos 48 horas.

Formacéao de biofilme. Para a avaliacdo da atividade antifungica em células aderidas
em biofilme, utilizou-se o ensaio de reducdo com o sal de tetrazdlio XTT, a fim de determinar
a suscetibilidade das células sésseis.

Ensaio de fagocitose. Os macrdfagos peritoneais foram obtidos de camundongos da
linhagem C57/BL6. Para a verificacdo da fagocitose foram preparadas placas de 24 pocos
contendo uma laminula circular e a quantidade de 3x10° macr6fagos em cada pogo. Os
macrofagos foram tratados com o composto RN104 e as placas foram incubadas overnigth em
estufa com 5% CO? a 37°C. O indice fagocitico (IF%) foi determinado com base no niimero de
células fagociticas multiplicado pelo nimero de particulas fagocitadas.

Tratamento dos camundongos. Foi realizado um ensaio prévio para avaliar a atividade
hemolitica em eritrécitos humanos. O composto RN104 ndo apresentou atividade hemolitica, e
assim foi selecionado para os testes em modelo murino. Camundongos machos C57BL/6 foram
infectados com 10° células de C. gattii e tratados com o tiazol RN104 nas concentracdes de 10
e 50 mg/kg/dia. Apds 15 dias os animais foram sacrificados, os pulmdes foram retirados,
macerados e plagueados em meio agar Sabouraud dextrose. A fim de avaliar a carga fangica

destes 6rgdos, as placas foram incubadas por 48 horas para contagem de coldnias.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A mensuracdo da capsula foi realizada ap6s 48 horas do tratamento com o composto
tiazélico. Apds este periodo, as células foram coradas com tinta nanquim para analise
microscopica. Foi possivel verificar um aumento significativo na espessura da capsula no grupo
tratado com o tiazol RN104 comparado ao controle de células (p<0.05). Além disso, 0 composto
testado promoveu um aumento do englobamento das células fungicas pelos macréfagos
(p<0.001). Em estudos anteriores foi observado que o0 aumento da cépsula esta envolvido no
processo de inibicdo da fagocitose (ZARAGOZA et al., 2009). Contudo, em nosso trabalho

verificamos que o composto RN104 foi capaz de induzir o aumento da capsula flngica e da



fagocitose. Assim, podemos perceber que apesar de ocorrer o aumento da cdpsula fangica, isto
ndo dificultou a fagocitose pelos macréfagos.

No ensaio de melanina foi observado que o tratamento de C. gattii com o tiazol na
concentracdo de 2x CIM foi capaz de reduzir a melanizacdo das coldnias. O composto RN104
apresentou ainda, atividade contra as células em biofilme, demonstrando uma redugdo
significativa na quantidade de leveduras em relacdo ao controle de células sem tratamento
(p<0.001). Alguns trabalhos mostraram que a melanina em C. gattii confere protecdo contra
estresses ambientais, luz ultravioleta e radiacdo ionizante (EISENMAN; CASADEVALL,
2012). Acrescenta-se ainda, que a melanina tem influéncia na resisténcia aos antifangicos,
assim como as células fungicas em biofilme (ALMEIDA et al., 2015). Dessa forma, o0 composto
testado apresenta uma grande vantagem, uma vez que é capaz de reduzir a melanizacao das
col6bnias fangicas, bem como, atuar sobre as células em biofilme.

Em relacdo ao ensaio in vivo, foi observada uma reducdo significativa da carga fangica
no pulmé&o no grupo tratado com o tiazol RN104 (p<0.05). Ja foi demonstrado que no pulméo
as células de Cryptococcus podem se multiplicar e invadir outros tecidos, incluindo, o cérebro
(MAY et al., 2016). Assim, a reducdo da carga fangica no pulméo, constitui outra importante

acao do composto RN104 para o tratamento da criptococose.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam que o tiazol RN104 pode ser um potencial agente
terapéutico para o tratamento da criptococose, sendo capaz de agir diretamente sobre as
leveduras e também promover uma fagocitose eficiente e inibir importantes fatores de
viruléncia de C. gattii. Destaca-se que sdo necessarios maiores estudos para avaliar 0s

mecanismos de acdo e farmacocinética desse novo composto tiazol.
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