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Resumo: O Cryptococcus neoformans é uma levedura que causa criptococose e em casos
graves, a meningite criptocdcica. Estima-se, de acordo com dados levantados em 2024, que
mundialmente cerca de 194 mil individuos sdo acometidos por C. neoformans por ano e, desses,
118 mil vem a 6bito. O tratamento atualmente disponivel se baseia no uso de Anfotericina B e
Fluconazol, contudo, € altamente toxico e, além disso, observou-se um aumento da resisténcia
do C. neoformans a esses antifingicos. Logo, sdo necessarias novas buscas por novos
compostos que possam atuar junto aos antifingicos ja usados no tratamento da doenca. Assim,
foi feita uma busca in silico de novas moléculas e o composto LMM6, um oxadiazol, foi
identificado como um inibidor de TRR1 (tioredoxina redutase), responsavel pela oxidorredugéo
de fungos. Este composto ja foi testado em outros modelos de infeccées fungicas como
candidiase e paracoccidioidomicose, apresentando baixa toxicidade e eficacia com diminuicao
da carga fungica. In vitro foi capaz de reduzir o crescimento fungico de P. brasiliensis, se
comportando como um composto fungistatico e provocou mudancas morfolégicas que resultaram
em danos a parede celular. O projeto buscou avaliar LMM6 como uma nova alternativa
antifingica para a criptococose. Para isso, foi utilizado o protocolo CLSI M27-A3 para determinar
a Concentracao Inibitéria Minima (CIM), onde obteve-se a média geométrica de LMM6 de 32,7
Mg/mL para os isolados de C. neoformans, com intervalo de 4-64 ug/mL, mostrando que o
composto LMM6 possui atividade antifungica contra C. neoformans. Esses resultados foram
validados por meio do ensaio de Concentracdo Fungicida Minima (CFM), que sugere que LMM6
apresente perfil fungicida.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans; Criptococose; TRR1; Antifungicos; Oxadiazéis.
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Abstract: Cryptococcus neoformans is a yeast that causes cryptococcosis and, in severe cases,
cryptococcal meningitis. According to data collected in 2024, it is estimated that around 194,000
individuals worldwide are affected by C. neoformans each year, and of these, 147,000 die. The
currently available treatment is based on the use of Amphotericin B and Fluconazole. However,
it is highly toxic and, in addition, an increase in the resistance of C. neoformans to these
antifungals has been observed. Therefore, new searches are needed for new compounds that
can act together with the antifungals already used in the treatment of the disease. Thus, an in-
silico search for new molecules was carried out and the compound LMM®6, an oxadiazole, was
identified as an inhibitor of TRR1 (thioredoxin reductase), responsible for the oxidoreduction of
the fungus. This compound has already been tested in other models of fungal infections such as
candidiasis and paracoccidioidomycosis, showing low toxicity and efficacy with a reduction in the
fungal load. In vitro, it was able to reduce fungal growth of P. brasiliensis, behaving as a fungistatic
compound and causing morphological changes that resulted in damage to the cell wall. The
project sought to evaluate LMM6 as a new antifungal alternative for cryptococcosis. For this
purpose, the CLSI M27-A3 protocol was used to determine the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC), where the geometric mean of LMM6 of 32.7 ug/mL was obtained in Cryptococcus
neoformans isolates, with a range of 4-64 pg/mL, showing that the compound LMM6 has
antifungal activity against C. neoformans. These results were validated through the Minimum
Fungicidal Concentration (MFC) assay, which suggests that LMM6 has a fungicidal profile.

Key words: Cryptococcus neoformans; Cryptococcosis; TRR1; Antifungals; Oxadiazoles.
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1. Introducéo

A criptococose é uma infeccdo fungica sistémica causada pelo fungo patogénico
Cryptococcus neoformans que atinge individuos em escala mundial, de acordo com dados
fornecidos do ano de 2024, anualmente cerca de 194 mil individuos no mundo s&o acometidos
pela criptococose, com aproximadamente 147 mil ébitos. Como ja dito, o fungo C. neoformans
causa uma micose sistémica oportunista que € conhecida como Criptococose, a qual pode ser
subaguda, crbnica, atingindo principalmente pulmdes e sistema nervoso central com
possibilidade de chegar em outros tecidos do corpo (Rajasingham, 2022; Dao et al., 2024,
Denning, 2024). A infeccdo por C. neoformans ocorre, normalmente, por meio da inalacédo de
propagulos fungicos (esporos ou leveduras), sendo que os individuos mais acometidos por esta
micose sdo os imunocomprometidos, especialmente portadores de AIDS, individuos que fazem
uso de imunossupressores e aqueles em tratamento com quimioterapicos (Ngan et al., 2022;
Rathore et al.,2022; Brummer et al.,1998-1999).

Inicialmente, nos pulmdes, em resposta ao fungo sado ativadas as primeiras linhas de defesa
do sistema imunoldgico do organismo. Porém, esse sistema pode nédo ser eficiente para eliminar
o fungo pois ele possui diversos atributos de viruléncia como capsula polissacaridica, melanina,
producéo de urease e fosfolipase, entre outros, os quais contribuem para que o patégeno escape
dos mecanismos de defesa do hospedeiro, desta forma, estabelecendo o quadro infeccioso e,
por conseguinte, podendo ocorrer a disseminacdo fuangica para o SNC (Ngan et al., 2022;
Rathore et al., 2022; lInait-Zaragozi et al., 2014; Grossman et al., 2017).

O quadro mais grave da doenca € a meningite criptocococcica (MC), esta ocorre quando h&a
invasdo fungica do tecido cerebral. Quando a infeccdo atinge este estagio a terapia
medicamentosa e a recuperacao do individuo sdo mais arduas, e muitos com esse quadro vao
a Obito. Atualmente, a terapia antifingica € constituida, principalmente, por anfotericina B (droga
principal), fluconazol (consolidacéo) e 5-fluocitosina (sinergismo com anfotericina B), além disso
o tratamento é dividido em trés fases: 1) fase de inducéo (duracédo de 2 semanas); 2) fase de
consolidacao (duragéo de 8 semanas); 3) fase de manutencdo (duracdo de 6-12 meses). O
tratamento medicamentoso para a criptococose € limitado, pois existem poucas classes
terapéuticas e as drogas em circulacdo comercial sdo de alto custo, alta toxicidade, baixa

tolerabilidade, com interagbes medicamentosas, e ha também uma crescente resisténcia fangica
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a estas drogas como tem sido observado certa resisténcia de C. neoformans ao fluconazol.
(Ngan et al., 2022; Rathore et al., 2022; illnait-Zaragozi et al., 2014; Grossman et al., 2017;
Mpouza et al, 2018).

A urgéncia da busca de novas drogas antifingicas € notéria. No processo in silico, um
potencial alvo promissor para a droga € uma enzima essencial para o patdbgeno que, contudo,
deve estar ausente em humanos, desta maneira, gerando toxicidade seletiva contra o agente
infeccioso. Com isso, duas isoformas de Trrl foram caracterizadas, porém foi selecionada
apenas uma isoforma que possui baixo peso molecular e esta presente apenas em procariotos,
plantas, alguns parasitas e fungos, sendo assim um alvo seletivo para o desenvolvimento de
novas drogas. Uma nova droga que seja seletiva aos fungos patogénicos sem produzir danos as
células de mamiferos é um dos grandes obstaculos farmacoldgicos. Contudo, com as
metodologias in silico sdo reduzidos o custo e o tempo de desenvolvimento de uma nova droga.
Desta maneira, foi selecionada a tiorredoxina redutase (Trrl), uma flavoenzima que atua na
manutencdo celular, sendo importante na resisténcia ao estresse oxidativo e, além disso, é
essencial para o crescimento celular (Capoci et al., 2019; Leelananda et al., 2016; Rodrigues-
Vendramini et al., 2019).

Por modelagem molecular e triagem virtual, varios compostos foram selecionados como
ligantes Trrl. Resultados anteriores mostraram que dois compostos, LMM5 e LMM11, que
pertencem a classe dos oxadiazlis, apresentaram atividade antifingica contra fungos
patogénicos importantes como Candida spp., C. neoformans e Paracoccidioides spp. O
composto LMM5 apresentou uma atividade antifngica contra Paracoccidioides spp., com
intervalo de 8 a 32 ug/mL, enquanto LMM11 teve CIM de 8 ug/mL para a maioria dos isolados
usados no teste com LMM5. Nos testes de citoxicidade de Candida albicans, ambos os
compostos LMM5 e LMM11, apresentaram CIM de 32 pug/mL e foi observado que o composto
LMM5 néo apresentou nenhuma atividade toxica significante contra as linhagens de células, no
entanto, o composto LMM11, em altas concentracdes (256 e 128 pg/ml) reduziu 50% da
viabilidade das linhagens de células in vitro (Capoci et al., 2019 e Rodrigues-Vendramini et al.,
2019). O derivado de oxadiazol da classe de 1,3,4-oxadiazol, composto 4-(N-ciclo-hexil-N-
etilsulfamoil)-N-(5-(4-fluorofenil)-1,3,4 oxadiazol-2-il) benzamida, denominado LMM®6 foi também
selecionado in silico, utilizando triagem virtual de moléculas devido a semelhanca estrutural com
outro oxadiazol, o LMM11 (Capoci et al., 2019 e Rodrigues-Vendramini et al., 2019).

Trrl € uma flavoenzima importante na manutencéo do estado redox do citoplasma, dessa
maneira, contribuindo principalmente com a resisténcia ao estresse oxidativo. Os compostos
oxadiazois que sao ligantes de Trrl possuem baixa toxicidade para o organismo do hospedeiro
e alta toxicidade ao fungo patégeno, demonstrando toxicidade seletiva. Em relacdo ao composto
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LMMB6, este apresentou-se muito efetivo in vivo e in vitro contra C. albicans, e ainda apresentou
sinergismo com anfotericina B e caspofungina. (Faria et al., 2021; Simdes, 2021; Melo, 2019).

Além de sua importancia na defesa contra o estresse oxidativo, o sistema de tiorredoxina de
bactérias, leveduras e mamiferos esta envolvido na regulacdo da sintese de DNA, transcricdo
genética, crescimento celular e apoptose. A tiorredoxina redutase, um homodimero de
flavoenzima que se liga ao FAD e NADPH, reduz a oxidorredutase tiorredoxina e é encontrada
em duas formas. A isoforma de alto peso molecular, que provavelmente evoluiu da glutationa
redutase em vez da tiorredoxina redutase procaridtica, esta presente em mamiferos e alguns
parasitas, enquanto a isoforma de baixo peso molecular € encontrada na maioria das bactérias,
plantas e fungos. Acredita-se que essas duas isoformas tenham evoluido independentemente
para ter perfis de especificidade de substrato semelhantes. Embora essas isoformas tenham
funcdes semelhantes, elas tém estruturas proteicas muito distintas; portanto, a tiorredoxina
redutase pode ser um alvo seletivo de drogas para os patdgenos que abrigam a forma de baixo
peso molecular (Missal et al, 2005; Becker et al, 2000).

Foi identificado o gene de tioredoxina redutase em C. neoformans, o qual codifica uma
enzima da forma de baixo peso molecular. Em C. neoformans, Trrl é induzida durante estresse
oxidativo por espécies reativas de oxigénio e estresse nitrosativo por 6xido nitrico. Embora o Trrl
seja bem induzido com estresse oxidativo, observou-se uma inducdo maior durante o estresse
nitrosativo. Isso pode implicar que o sistema de tiorredoxina é a defesa primaria contra o estresse
do o6xido nitrico, enquanto outros sistemas podem responder ao estresse oxidativo. C.
neoformans, nao codifica um sistema de tiorredoxina mitocondrial separado, a enzima
tiorredoxina redutase esta presente nas formas citoplasmaticas e mitocondriais. Além disso,
também pode ser visto que a Trrl € expressa quando C. neoformans é fagocitado. Isso sugere
que a tiorredoxina redutase € importante para a viruléncia desse fungo patégeno e possui papel
essencial para o crescimento vegetativo. (Missal et al., 2005)

Diante dos dados promissores obtidos a partir do modelo de infeccédo por C. albicans, o
composto LMM6 foi avaliado in vitro contra diferentes isolados clinicos de C. neoformans.
Considerando que este fungo causa uma doenca fatal de alta incidéncia mundial, e que o arsenal
terapéutico para tratar as doencas fungicas é restrito, esse plano de trabalho teve como foco a
avaliagdo de uma nova opcao terapéutica para o tratamento das infec¢des fangicas. Vale
ressaltar que o Cryptococcus sp., foi incluido em 2020 pela OMS na lista prioritaria de fungos
patogénicos de importancia para saude publica que esta sendo utilizada para definir prioridades
de P, D&l relacionadas ao desenvolvimento de farmacos (WHO, 2020).



1.2. Revisao bibliogréafica do tema a ser estudado

Nos ultimos anos tem crescido consideravelmente o nimero de individuos com infeccbes
fungicas sistémicas por decorréncia do aumento da populacdo imunocomprometida,
principalmente como consequéncia de transplantes de 6rgéos, tratamento de cancer e AIDS. Em
conjunto, ha poucos antifiingicos disponiveis para tratamento destas doencas e os antifingicos,
como Vvistos na literatura, ou séo toxicos ou possuem pouca eficacia no tratamento. Contudo, nédo
h& apenas estes obstaculos no tratamento antifingico, pois tem se observado o crescimento na
resisténcia fungica a terapia presente no mercado, a qual € agravada pela necessidade do uso
prolongado de antifungicos em individuos imunocomprometidos de alto risco, assim como a baixa
vigilancia e negligencia por organiza¢6es mundiais tem contribuido como fatores que dificultam
0 combate a infeccdes fungicas. As taxas de mortalidade de infec¢des fungicas sistémicas sao
altas durante tratamentos de antifingicos, pois geralmente o tratamento € muito longo e bem
agressivo ao organismo que ja esta debilitado por conta da infeccao. Por exemplo, a maioria dos
pacientes diagnosticados com aspergilose invasiva vém a 6bito apesar de terapias antifiUngicas
agressivas. (Lin et al., 2009; Dao et al., 2024; Melhem et al., 2024)

A entrada de Cryptococcus spp. no hospedeiro ocorre por meio da inalacdo dos esporos
ou células de leveduras desidratadas, porém podem colonizar e somente apresentar sinais e
sintomas meses ou anos depois do contato com o0 mesmo. Todavia, uma exposi¢cao de a um
grande numero de células fungicas pode acarretar no desenvolvimento da criptococose aguda.
As células fungicas podem permanecer em estado latente sem gerar nenhum sintoma por serem
eliminadas ou restritas ao pulmdo dentro de granulomas, porém, quando ha um
comprometimento da imunidade do hospedeiro, pode ocorrer a ativacdo destas células que, em
seguida, podem se disseminar hematologicamente, desta forma, gerando infec¢des sistémicas
envolvendo quaisquer 6rgaos. No entanto, o C. neoformans tem preferéncia pelo sistema
nervoso central (SNC) que, por conseguinte, desenvolve a meningite criptocdcica, cujos
sintomas sao febre, coma, disfungcbes comportamentais, entre outros. A natureza do
neurotropismo de C. neoformans é um topico de pesquisa ativo e permanece uma questdo em
aberto neste campo, alguns grupos sugerem que seja pela abundante presenca de
catecolaminas no SNC que contribui para a producdo de melanina, que € um importante fator de
viruléncia do fungo (Lin et al., 2009, Dao et al., 2024; Costa et al., 2023).

As infec¢des fungicas invasivas e doencas tropicais negligenciadas sdo de grande
preocupacao atualmente. A disponibilidade de drogas para o tratamento das micoses humanas
ainda é precéaria. O tratamento para essas infec¢cdes conta apenas com algumas classes
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antifangicas. Os medicamentos antifingicos mais utilizados para o tratamento sdo a anfotericina
B, o fluconazol, e a 5-fluocitosina. A anfotericina B tem sido administrada como droga principal e
o fluconazol como uma droga de consolidacéo do tratamento. Porém, a escolha terapéutica para
o tratamento dependera da forma clinica de cada paciente e do estado imunoldgico do individuo.
Dentre os principais tratamentos disponiveis para criptococose ha o tratamento de criptococose
pulmonar (Fluconazol) e o tratamento de meningite criptocdcica, que € dividida em trés fases:
inducdo (anfotericina B associada a flucitosina), consolidacdo (fluconazol) e manutencéo
(fluconazol). O tempo de tratamento varia de 6 a 12 meses, na maioria dos casos. O longo
tratamento e o uso de medicamentos antifingicos que possuem alta toxicidade e grandes efeitos
deletérios para o patdgeno acarretam na baixa adesao do tratamento dos individuos acometidos
pela criptococose e, este € um dos agravantes que causam o0 aumento da resisténcia fungica
aos antifangicos administrados (Ministério da Saude; Mpouza et al., 2018; Dao et al., 2024).

Varios métodos que avaliam a suscetibilidade antifungica (de referéncia e comerciais)
foram estabelecidos para a deteccédo de resisténcia antifiungica que desempenha um papel
importante no cenario clinico. Dentre estes, o prinicpal € o CLSI (The Clinical & Laboratory
Standards Institute), cuja metodologia tem sido revisada ao longo dos anos, desde entdo, para
determinar concentracdes inibitérias minimas (CIMs). Este método é o mais difundido e usado,
podendo até mesmo ser considerado como o0 método padrao-ouro. A CIM pode ser determinada
pelo espectrofotdmetro, onde € definida a menor concentracdo de farmaco que reduz o
crescimento fangico em comparativo ao grupo controle (sem farmaco), assim como também
pode ser utilizado para a leitura a resazurina, que € um composto usado em muitos ensaios,
especialmente, bioquimicos e microbiolbgicos, servindo tanto para avaliar a viabilidade celular e
guanto a atividade metabdlica,com alta sensibilidade mesmo em baixas concentracdes. (Espinel-
Ingroff et al., 2023; Sousa et al., 2023; Mpouza et al., 2018; lyer et al., 2021; Cui et al., 2022)

A necessidade de novos medicamentos antifingicos nunca foi tdo grande. Por isso, houve
um aumento na busca e desenvolvimento de novas estratégias antifingicas, além do mais tem
sido bem promissor e tem contribuido para o desenvolvimento de novos medicamentos
antifungicos o direcionamento de genes essenciais/fun¢des celulares, desta forma, auxiliando
das seguintes formas: impedindo a expresséo de fatores de viruléncia, inibindo a sinaliza¢ao de
resposta ao estresse, empregando combinacdes de compostos e desenvolvendo terapias
imunomoduladoras. Isto somado a terapia medicamentosa sera fundamental para o auxilio e
assisténcia para os individuos que sofrem de infec¢des por C. neoformans em todo o mundo.
(Espinel-Ingroff et al., 2023; Sousa et al., 2023; Mpouza et al., 2018; lyer et al., 2021; Cui et al.,
2022)
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Por meio de selecao in silico (virtual), o composto LMM6 foi selecionado. Este composto
faz parte da nova classe de 1,3,4-oxadiazol, como LMM5 e LMML11 (dos quais foi derivado). A
classe 1,3,4-oxadiazol foi selecionada por ter como potencial alvo a Tioredoxina redutase (Trrl),
gue é uma flavoenzima essencial na manutengdo no estresse oxidativo do citoplasma. A Trrl
compbe o sistema antioxidante (um dos principais sistemas antioxidantes nas células),
conhecido como sistema tioredoxina, em conjunto com tioredoxina peroxidase (Tsa) e NADPH.
O sistema tioredoxina possui funcao na transferéncia de elétrons fornecida pelo NADPH por meio
da oxidacao reversivel de dois grupos sulfidrila de proteina (OSH) para uma ponte dissulfeto (S-
S). Além disso, estudos prévios mostraram que o sistema tioredoxina esta envolvido em diversas
funcdes fisiologicas e bioquimicas, incluindo sintese de desoxirribonucleotideos, dobramento de
proteinas, reparo de DNA e proteinas, metabolismo de enxofre e reducdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS). Ademais, a tiorredoxina € necessaria para estabilidade genémica, resisténcia
ao calor e estresse oxidativo e longevidade celular. (Ma H, 2018, Faria et al., 2021; Simdes,
2021; Melo, 2019)

2. Justificativa

Nas ultimas décadas, as infec¢des fungicas estao se tornando cada vez mais frequentes.
Entretanto, h& varios desafios neste contexto, tais como arsenal terapéutico limitado, tratamento
prolongado, toxicidade e interacbes medicamentosas e 0 surgimento de isolados resistentes.
Diante desta problemética, esta proposta se baseiou na avaliacdo de um composto de uma nova
classe quimica, os oxadiazélicos, que possam ser usados na pratica clinica como opc¢bes

terapéuticas antifungicas contra o alvo tiorredoxina redutase (TRR1) para a criptococose.

3. Objetivos (Objetivo geral e objetivos especificos)

Esta proposta teve como objetivo avaliar a atividade antifUngica do composto LMM6 da
familia dos oxadiazdis, em C. neoformans. Assim, este projeto teve como objetivos especificos:
determinar Concentracgéo inibitéria minima (CIM) e Concentracédo fungicida minima (CFM) de

LMMB®6 para isolados clinicos de C. neoformans.
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4. Metodologia detalhada

1) Manutencéo dos isolados clinicos: Foram utilizadas 2 cepas referéncias (H99 e B3501) e
4 isolados clinicos da Colecao Micoldgica de Cryptococcus de provenientes do HC-FMRP, sob
curadoria da Prof. Anamelia Bocca da LIA-UnB. Os isolados foram mantidos a -80° C e para a
realizacdo dos experimentos foram crescidos em caldo Sabouraud sob agitacdo 150 rpm, por
24h. Em seguida as leveduras foram coletadas, lavadas com solucdo salina e contadas em

camara de Neubauer para ajuste do inéculo para os testes de drogas.

2) Determinacao da suscetibilidadede C.neoformans a molécula LMM6: para a realizacdo
do teste de susceptibilidade foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo, conforme descrito
por CLSI M27-A3 - Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of
Yeasts; Approved Standard - Third Edition. O meio utilizado foi RPMI 1640 (com L-glutamina e
um indicador de pH, sem bicarbonato) sem suplementacao de glicose. A incubacéo foi realizada
em temperatura de 35° C. LMM6 (diluido em DMSO e Pluronic 1%) foi avaliado nas
concentracbes de 0,5 a 64 pg/mL. Além disto foi utilizado o fluconazol (diluido em DMSO;
antifangico usado para tratamento de diversas infec¢des fungicas) como droga controle (0,0625-
32 pg/mL) para determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CIM). A concentracdo fungicida
minima (CFM) foi determinada pela transferéncia de aliquotas de 3-5pL da cultura das leveduras
previamente expostas a cada um dos compostos avaliados no teste de microdiluicdo para uma
placa contendo Agar YPD (1,5% agar, 2% dextrose, 2% peptona, 1% extrato de levedura). Essas
placas foram incubadas a 30°C por 72 horas. A CFM foi considerada como a menor concentracao
de cada droga capaz de impedir o crescimento fungico. Foram realizados dois ensaios em
duplicata e a leitura foi realizada por meio do Eon no comprimento de onda de 540 nm. A
percentagem de inibicdo de crescimento foi calculada com relacdo a absorbancia do controle

sem 0s compostos antifangicos com a seguinte férmula: % inibicdo crescimento =

Abs teste—Abs cont ne,
9_ %100.

Abs cont posit—Abs cont neg
5. Resultados e Discusséo

Para determinar a suscetibilidade dos isolados clinicos de C. neoformans ao composto
LMMS6, foi utilizado o protocolo de CLSI M27A3, e os valores de CIM e CFM estéo representados
na Tabela 1. Além disto, para cada composto testado foram plotados em graficos a Porcentagem
de inibicdo do crescimento versus concentracdo do composto avaliado (FIG.01). A CFM foi

avaliada pelo aparecimento de coldnias apos plaqueamento de amostras coletadas em cada
13



poco do ensaio (FIG.02).

Tabela 01. Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima
(CFM) paraisolados clinicos de C. neoformans frente a LMM6 e fluconazol (FLC).

CIM (ug/mL) CFM (ng/mL)
Isolados FLC LMM6 FLC LMM6
Clinicos
B3501 1 16 1 16
H99 2 64 2 64
RP N°01 4 32 4 32
RP N°02 4 64 4 64
RP N°03 2 4 2 4
RP N°04 1 16 1 16
geg/'rizi‘;ca 2.3 32,7 2.3 32,7
Intervalo 1-4 4-64 1-4 4-64

Conforme observado nos graficos (FIG.01.), as cepas referéncias e os isolados clinicos
apresentaram diferencas de suscetibilidade ao composto LMM6, sendo que B3501, RP n°03 e
RP n°04 apresentaram-se mais sensivel, enquanto outros mais resistentes (H99, RP n°01 e RP
n°02). Os valores de CIM e CFM para fluconazol variaram de 1-4 ug/mL, com média geométrica
de 2,3 pg/mL, j4 para o LMM6 a variacao foi de 4-64 pug/mL, com média geométrica de 32,7
Hg/mL (Tabela 1). Estes dados mostram que a suscetibilidade de C.neofomans a LMM6 € menor
guando comparados com CIMs obtidas para Paracoccidioides brasiliensis, que foi 1,5 pg/mL
(Simdes, 2021). J4 para Candida tropicalis, a média geométrica de CMI foi de 16 pg/mL para o
composto LMM6 (Melo, 2019). Os graficos que mostram a porcentagem de inibicdo de
crescimento para os isolados clinicos de C. neoformans (FIG.1) sugerem um efeito dose
dependente de LMM6, uma vez que em concentracdes proximas a CIM (2 a 4 concentracdes
abaixo) pode-se observar reducao significativa do crescimento. Com relacdo a CFM, observou-
se para todos os isolados de C. neoformans que o valor da CIM coincidiu com o da CFM,
indicando que possivelmente o composto LMM6 tenha um perfil fungicida. Dados do ensaio de

time kill sdo necessarios para confirmacao deste resultado.
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Em estudos anteriores em que o LMM6 foi avaliado contra C. tropicalis, as CIMs variaram
de 8 a 32 ug/mL e outros compostos da classe 1, 3, 4-oxadiazol (LMM5 e LMM11) tiveram
atividade contra C. albicans (CIM= 8 a 64 ug/mL) e em Paracoccidioides spp (CIM= 8 a 32
pug/mL). Em C. tropicalis, observou-se com a analise quantitativa e a cinética de crescimento um
perfil fungicida de LMM®6, comprovado pelo ensaio de time kill; da mesma maneira como foi visto
nos testes de suscetibilidade do composto LMM6 em C. neoformans deste projeto. Além disso,
houve danos significativos a membrana celular de C. tropicalis, ap6s o tratamento com LMM6,
corroborando o perfil fungicida (Capoci et al., 2019; Rodrigues-Vendramini et al., 2019; Melo,
2019).

Faria e colaboradores (2021) mostraram que o composto LMM6 que foi altamente efetivo
em Candida albicans, onde apresentou caracteristica fungicida e atividade anti-biofilme e a CIM
variou de 8 a 32 pg/mL. Além disso, o grupo determinou pelos ensaios de interacdo entre o
composto LMM6 com anfotericina B, sinergismo, entretanto, observaram que n&o houve
interacdo positiva com fluconazol e caspofungina. A atividade anti-biofiime foi vista nas
concentragdes de CIM mais altas, 32-64 ug/mL, cuja atividade levou a desorganizacao estrutural
do biofilme de C. albicans. Em C. albicans, o composto LMM6 em ensaio in vivo apresentou
resultados promissores por controlar a infeccéo fungica, onde foi possivel observar uma reducéo
significativa da carga fangica no baco e nos rins (Faria et al., 2021).
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FIG. 01. Avaliacdoda Inibicdo do crescimento de C. neoforrmans apos exposicdoa LMME e fluconazol. Graficos representativos de 2
experimentos independentes realizados em duplicata. Dados coletados pela medida da absorbéancia a 540 nmde cada um dos pocos
apds incubacéoa 35° C por 72h. No eixo X: & a concentracéo de droga utilizada em pg/mL e eixo Y a porcentagem de inibicdo de
crescimento calculada através da farmula apresentada na secéo de materiais de métodos. Os nomes dos isolados testados estéo

indicados na figura.
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FIG. 02. Avaliagdo da Concentra¢do Fungicida Minima (CFM) de C. neoformans, submetido a crescimento na presenca de LMM6 e fluconazol.
O ensaio foi realizado em duplicata e, posteriormente, selecionado o primeiro teste como representativo. Na parte superior e inferior, encontra-
se as concentracdes das drogas utilizadas: Fluconazol (32-0,0625 pg/mL) e LMM6 (64-0,125 pg/mL). FLU (Fluconazol); CP (Controle Positivo,

meio com fungo); CN (Controle Negativo, apenas o meio RPMI).
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Diferentemente do observado para as espécies de Candida e para o Cryptococcus neste
presente trabalho, o P. brasiliensis foi o fungo que mais se mostrou susceptivel ao LMM6, com
mudancas morfologicas que resultaram no extravasamento da matriz celular e danos a parede
celular, porém os resultados demonstraram um efeito fungistatico do composto (Melo, 2019).
Apesar disto, em modelo animal observou-se, por meio de ensaios in vivo e analises
histopatoldgicas, que o composto LMM6 obteve menores taxas de toxicidade em comparacao
com as drogas antifingicas convencionais no tratamento da paracoccidioidomicose (como por
exemplo, anfotericina B e fluconazol) e pode ser visto uma reducéo da carga fungica nos ensaios
de P. brasiliensis (Simoes, 2021).

No ensaio in vivo para avaliacdo da atividade de LMM6 na infeccéo por C. tropicalis, foi
observado, através da analise histopatolégica, uma reducdo da carga fungica nos rins dos
camundongos tratados com LMM6 e no baco, viu-se o efeito aditivo de do composto com
micafungina, onde a carga flngica foi mais controlada por conta da combinacdo de ambas as
drogas - apresentando resultados significativos (Melo, 2019). No ensaio in vitro foi avaliada a
atividade citotéxica em trés linhagens de células. Nas células HelLa e HaCat, na qual o composto
LMM®6 apresentou atividade citotOxica apenas nas concentracfes mais altas (128, 256 and 512
ug/mL). Todavia, nas células Vero, ndo ocorreu nenhuma atividade citotéxica. Ou seja, 0
composto LMM6 demonstra ser mais seletivo ao patdégeno que ao hospedeiro, desta forma,

sendo considerado um candidato promissor no desenvolvimento de antifungos (Melo, 2019).

6. Consideracg®es finais

Como visto, tem crescido cada vez mais a necessidade de um novo antifingico no
tratamento de infec¢Bes fangicas, pois, atualmente os medicamentos antifungicos disponiveis
sdo limitados e, muitas vezes, com altos niveis de toxicidade. Dentre os fatores de resisténcia,
existe o fator do hospedeiro que determina a resisténcia clinica: o local da infeccéo. Por exemplo,
geralmente, o sistema nervoso central (SNC) é o local mais atingido na criptococose, logo, a
concentragdo antifungica no tecido cerebral ou no fluido cerebrospinal (LCR) pode influenciar a
resposta terapéutica (Melhem et al., 2024). Além disso, € possivel observar o aumento da escala
de resisténcia fungica, em especialmente, no tratamento com fluconazol e flucitosina (Mpouza et
al., 2018). A vista disso, é esperado com os estudos e andlises realizadas com LMM6, um
composto antifangico de uma nova classe, os oxadiazois, que seja eficaz para tratamento nao

s6 da criptococcose mas de outras micoses, com menor toxicidade e direcionado exclusivamente
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a TRR1, pois tem sido visto em estudos que este € alvo promissor por ter fun¢éo sobre o estresse
oxidativo e por apenas estar presente em procariontes, plantas, alguns parasitas e fungos.

Apesar de terem sido alcancados resultados promissores, € necessaria a realizacdo de
mais alguns ensaios para averiguar se o composto LMM6 possui perfil fungistatico ou fungicida,
se possui potencial de interagir com outras drogas antifiingicas comercializadas (ex. Anfotericina
B e Fluconazol), se possui baixa toxicidade in vivo, assim como, avaliar se € capaz de atravessar
a barreira hematoencefélica, se mantem a integridade do tecido infectado e se causa alguma

mudanc¢a morfologica no fungo.

O ensaio checkerboard é primordial para avaliagdo de sinergismo, onde sera possivel
determinar as concentragfes de uso aceitaveis do composto oxadiazélico LMM6 e que seu uso
em conjunto com outras drogas, como anfotericina B e fluconazol, tenha um efeito sinérgico
promissor, de maneira que possa tornar o tratamento mais eficaz e com menor toxicidade, desta
maneira servindo de auxilio para verificar a concentracdo adequada para o tratamento de
criptococose. A combinacdo de medicamentos é uma estratégia promissora que tem sido
amplamente utilizada para tratar uma variedade de doencgas. A interagdo sinérgica resultante da
combinacdo de diferentes antifungicos pode reduzir a dose necessaria do medicamento, a
toxicidade e, consequentemente, melhorar a eficacia do tratamento. Além de possivelmente
retardar o desenvolvimento de resisténcia fungica aos antifingicos utilizados (Campitelli et al.,
2017; Spitzer et al., 2017). O ensaio de time-kill € importante para determinar o perfil (fungicida
ou fungistatico) da droga estudada, auxiliando na analise da relagdo entre droga e fungo
(Nogueira et al., 2012). Por ultimo a avaliacéo do efeito de LMM®6 in vivo é de grande importancia
para se determinar a real eficacia do composto para eliminacédo do fungo nos tecidos, incluindo
0 SNC.
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