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RESUMO

A criptococose é uma infeccao fungica sistémica e oportunista, causada pelas
leveduras capsuladas das espécies Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii, afetando tanto pacientes imunocompetentes guanto
imunocomprometidos. Uma propriedade importante do género Cryptococcus é
a capacidade de formacao de biofilmes. A resisténcia dos biofilmes aos
agentes antifungicos traz a necessidade da busca de novas terapias. Desta
forma, o nosso grupo vem trabalhando com moléculas antifingicas derivadas
de fontes naturais, como as chalconas, onde foi verificado que C. neoformans é
sensivel a algumas destas moléculas. Assim, o objetivo desse trabalho foi
testar a 3’- chalcona como antifingico contra C. gattii em situacéo plancténica e
biofilme, como também a eficiéncia e toxicidade em modelos animais
alternativos como Danio rerio (Zebrafish) e Galleria mellonella, propondo uma
nova alternativa para o tratamento. In vitro, os resultados para a forma
planctonica do fungo mostraram que a 3’- chalcona foi mais eficaz para a cepa
118, com concentracao inibitéria minima (CIM) de 0,96 pg/mL e para a cepa
56990 de C. gattii, a molécula mostrou acéo potente com CIM entre 1,95 e 3,90
pHg/mL. No ensaio de formacédo do biofilme com as duas cepas, observou-se
uma atividade metabdlica crescente até 72 horas e uma biomassa e matriz
extracelular que alcancou seu maximo nas 48 horas. Em seguida, foi feita a
avaliagcdo da atividade da 3’- chalcona contra a formacédo do biofilme maduro
apos 48 horas, apresentando uma inibicdo a uma concentracdo de 62,5 pg/mL
para cepa ATCC e de 31,2 pg/mL frente ao isolado 118. Também foi avaliado o
crescimento do biofilme frente a anfotericina B (AmB), obtendo como resultado,
inibicho em todas as concentracbes por parte das duas cepas e, frente ao
fluconazol, apresentaram-se resistentes. In vivo, os resultados de toxicidade
em embrides de Zebrafish revelaram uma concentracéo letal 50% (CL50) de
3,42+0,6 pg/mL em 48 horas pos-fertilizacédo (hpf). No modelo G. mellonella as
doses testadas de 3’- chalcona (2 a 160 mg/Kg) ndo foram toxicas. Entretanto,
nas larvas infectadas com as duas cepas de C. gatti, a molécula n&o
apresentou eficacia antifangica. Assim, considerando o potencial antifingico in
vitro, inclusive contra o biofilme de C. gattii, a 3’- chalcona pode passar por
modificacdes moleculares que aumentem sua distribuicéo e eficacia in vivo.

Palavras-chave: Cryptococcus gattii; 3’°- chalcone, zebrafish; Galleria mellonella



ABSTRACT

Criptococose is a fungal, systemic and opportunistic infection mainly caused by
capsulated yeast of the species Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii, affecting immunocompetent and immunocompromised patients. An
important property of the genus Cryptococcus is the biofilm formation, which
can be considered a virulence factor and resistance. The resistance of biofilms
to antifungal agents brings the need to search new therapies. Thus, our group
has been working with antifungal molecules derived from natural sources such
as chalcones, where it was found that C. neoformans is sensitive to some of
these molecules. For this fact, the objective of this study was to test the 3'-
chalcone as antifungal against C. gattii in planktonic and biofilm forms, as well
as efficiency and toxicity in alternative animal models like Danio rerio
(Zebrafish) and Galleria mellonella, proposing a new alternative for treatment. In
vitro, the results for the planktonic form of the fungus showed that the 3'-
chalcone was more effective for the 118 strain, the minimum inhibitory
concentration (MIC) was 0.96 pg/mL. For the strain 56990 of C. gattii the
molecule showed potent activity with MIC values between 1.95 and 3.90 pug/mL.
Biofilm formation assay for both strains had an increased metabolic activity
within 72 hours and a biomass and extracellular matrix which reached its
maximum in 48 hours. Then, the evaluation of the activity of the 3'-chalcone
against the formation of mature biofilm was made after 48 hours, showing
inhibition at a concentration of 62.5 ug/mL for ATCC strain and 31.2 pg/mL
against the isolated 118. Also, the growth of biofilm against to amphotericin B
(AmB) was evaluated, obtained as a result of inhibition at all concentrations for
the two strains and against fluconazole were resistant. In vivo, the results of
toxicity in zebrafish embryos revealed a lethal concentration 50% (LC50) of 3.42
+ 0.6 pg/mL at 48 hours post-fertilization (hpf). In the model G. mellonella tested
doses of 3’- chalcona (2 to 160 mg/kg) were not toxic. However, in larvae
infected with the two strains of C. gattii, the molecule did not show efficacy of
antifungal agents. Thus, considering the potential antifungal in vitro, including
against biofilms of C. gattii, 3'- chalcone can experiment molecular changes that
increase their distribution and efficacy in vivo.

Keywords: Cryptococcus gattii; 3°- chalcone, zebrafish; Galleria mellonella
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1. INTRODUCAO

1.1. CRIPTOCOCOSE

As doencas infecciosas causam um impacto significante na saide humana
e animal, na agricultura, e na economia mundial. Entre os patdégenos
microbianos que causam doencas infecciosas no mundo, o0s fungos
representam uma classe importante (COHEN, 2000; MORENS et al., 2004).
Entre eles, Cryptococcus neoformans é atualmente o principal patégeno
fungico invasivo lider, a nivel mundial pelas taxas de incidéncia e mortalidade
(TENOR et al., 2015). A criptococose vem assumindo um papel relevante na
histéria do SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida), e vem
sendo considerada uma das micoses oportunistas mais comuns diagnosticadas
entre os pacientes infectados pelo HIV (virus da imunodeficiéncia humana)
(FAVALESSA et al., 2009). A criptococose é causada, principalmente, pelas
leveduras capsuladas das espécies C. neoformans e Cryptococcus gattii (MAK
et al., 2010). C. gattii € uma levedura basidiomiceta e estima-se que divergiu de
C. neoformans ha 37,5 milhdes de anos (BYRNES et al., 2011).

C. neoformans é comumente encontrado na natureza e, essa espécie €
frequentemente associada a fezes de pombos urbanos e outras aves, assim
como vegetais e madeira (MITCHELL E PERFECT, 1995; SORRELL E ELLIS,
1997; REOLON, 2004; KOBAYASHI et al., 2005). Em individuos
imunocomprometidos, a espécie mais prevalente é C. neoformans
(FERNANDES, 200; RUIZ et al., 1981; CHANDENIER et al., 2004,
KOBAYASHI et al., 2005). J& o C. gattii acomete individuos imunocompetentes
(RUIZ et al.,, 1981; CHANDENIER et al., 2004; LINDENBERG et al., 2008).
Ambos, C. neoformans e C. gatti sdo abundantes em materiais em
decomposicdo dentro de cavidades de varias espécies de arvores
(CHOWDHARY et al., 2012; SPRINGER et al., 2014). O primeiro isolamento no
meio ambiente de C. gattii foi descrito em 1990 na arvore Eucalyptus
camadulensis (ELLIS E PFEIFFER, 1990b; a; SORRELL E ELLIS, 1997).

Além disso, C. neoformans é distribuido globalmente, enquanto C. gattii

classicamente tem sido visto como um fungo tropical ou subtropical (KWON-
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CHUNG E BENNETT, 1984). No entanto, agora com o aumento dos estudos
epidemioldgicos tem identificado reservatorios ambientais de C. gattii na Asia,
Africa, Australia, América do Sul e alguns lugares da América do Norte
(STEENBERGEN et al., 2001; STEPHEN et al.,, 2002; MEYER et al., 2003;
CHATURVEDI et al., 2005; LITVINTSEVA et al., 2005; MORGAN et al., 2006;
CHEN et al., 2008; SANTOS et al., 2008; BYRNES et al., 2010). Também,
ambos C. neoformans e C. gattii podem sobreviver e se replicar em amebas de
vida livre, solo e nematodos, e € possivel que esses hospedeiros alternativos
possam ter um papel importante na determinacdo da distribuicdo e viruléncia
das diferentes linhagens criptocécicas ao redor do mundo (STEENBERGEN et
al., 2001).

A transmissao natural humano—humano néo tem sido observada. A infec¢ao
por Cryptococcus spp ocorre através da inalagdo das formas infectantes da
levedura, os basidiosporos, 0s quais sdo encontrados no meio ambiente
(MARTINEZ; CASADEVALL, 2006; CHATURVEDI; CHATURVEDI, 2011;
HARRIS et al., 2012; NEGRONI, 2012; STIE; FOX, 2012; ZHU et al., 2012). Em
decorréncia da infeccdo, as manifestacbes geralmente ocorrem na forma
pulmonar onde as leveduras colonizam o tecido alveolar, caracterizando a
infeccdo como aguda, subaguda ou crbnica (STIE; FOX, 2012; ZHAI et al.,
2013). Nos tecidos pulmonares, a levedura pode causar pneumonia em
pacientes imunocomprometidos, mas em hospedeiros imunocompetentes, as
células fungicas séo eliminadas pelo sistema imune ou se estabelecem como
uma infeccéo latente assintoméatica. Com a depressao do sistema imunolégico
do hospedeiro, a levedura pode desenvolver pneumonia grave e insuficiéncia
respiratéria, podendo acometer o sistema nervoso central, causando sérios
guadros de meningite e meningoencefalite, os quais caracterizam a fase mais
importante e grave da infeccdo (BRIZENDINE et al., 2011). Além disso, causa

lesdes disseminadas na pele (DORA et al., 2006).

Diferentes estruturas e elementos reguladores séao cruciais para a viruléncia
de C. neoformans: cépsula polissacaridica, pigmento de melanina, tolerancia
térmica, vias de sinalizacdo celular, estratégias para parasitar os fagocitos do
hospedeiro e 0s mecanismos para quebrar a barreira hematoencefalica. E

seguro extrapolar que esses atributos sao igualmente cruciais para a viruléncia
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em C. gattii devido a proximidade dessas espécies. Contudo, devem existir
distingbes nestas caracteristicas ou alguns fatores de viruléncia ainda néo
reconhecidos para explicar caracteristicas Unicas da criptococoses causada por
C. gattii.

O descobrimento de que C. gattii tem a capacidade de parar a migragcéo dos
neutrofilos em condi¢cdes de laboratorio e na infeccdo em animais poderia
explicar o porqué pessoas saudaveis podem ser vitimas dessa infecgéo
(DONG E MURPHY, 1995). Outras investigacdes em modelos animais
revelaram que metabdlitos de C. gattii, especialmente acetoina e
dihidroxiacetona, provocam menores respostas pré-inflamatérias do que os
metabdlitos de C. neoformans, promovendo assim, a sobrevivéncia dos fungos
e multiplicacdo no hospedeiro infectado (WRIGHT et al., 2002; CHENG et al.,
2009). Uma superéxido dismutase (SOD1p) em C. gattii protege a integridade
funcional de varios fatores de viruléncia, que € necessaria para a infeccdo num
modelo animal e para a protecdo de morte frente a fagdcitos humanos.
Algumas destas fungfes celulares diferem de forma remarcada das proteinas
homélogas em C. neoformans (COX et al., 2003; NARASIPURA et al., 2003). A
superéxido dismutase mitocondrial (SOD2p) foi igualmente crucial para o
crescimento a 37 °C e a viruléncia (modelo de inalagdo) para ambos C. gattii e
C. neoformans (GILES et al., 2005; NARASIPURA et al., 2005). A trealose é
outro antioxidante importante e protetor de estresse em fungos. Dois genes
essenciais para codificar a enzima trealose-6- fosfato (T6P) sintase (TPS1p e
TPS2p), sdo importantes para a termotolerancia, viruléncia e integridade de
varios fatores de viruléncia como a cdpsula e a melanina de C. gattii. A proteina
homologa em C. neoformans era essencial para a termotolerancia, mas nao
para a expressdo da capsula e a melanina (PETZOLD et al., 2006;
NGAMSKULRUNGROJ et al., 2009). Divergéncia funcional pode ser vista no
fator de transcricdo Stel2a, que regula o acasalamento, melanina, viruléncia e
atitude ecoldgica em C. gattii, mas s6 o acasalamento e tamanho da capsula
em C. neoformans (YUE et al., 1999; REN et al., 2006). Portanto, existe uma
relacdo estreita entre alguns processos celulares importantes e a viruléncia em

C. gattii, que ndo é o caso de processos similares em C. neoformans.
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Uma propriedade importante do género Cryptococcus € a capacidade de
formacao de biofilmes, o que pode ser considerado um fator de viruléncia e
resisténcia, uma vez que genes reguladores dessa formagé&o sao cruciais na
patogénese e adaptacdo da levedura no tecido hospedeiro (ROBERTSON E
CASADEVALL, 2009; ALBUQUERQUE E CASADEVALL, 2012). O biofilime
pode ser definido como uma comunidade complexa estruturada de
microrganismos, rodeada por uma matriz extracelular de polissacaridos,
aderidos uns aos outros numa superficie ou interface (COSTERTON et al.,
1999). Esses podem se formar no ambiente natural, bem como em cateteres
ventriculares no interior do hospedeiro humano (WALSH et al., 1986), e podem
ser considerados como complexas comunidades de microrganismos que
interagem cooperativamente de forma altruista (COGHLAN, 1996). As
vantagens de um organismo na formacao de um biofilme incluem a prote¢édo no
ambiente, a resisténcia frente a remocdo fisica e quimica das células,
cooperacdo metabdlica e um regulamento baseado na comunidade da
expressédo génica (JABRA-RIZK et al., 2004).

A formacéo dos biofilmes envolve uma sequéncia de eventos. Na fase de
adesao ou a fase inicial de formacao de biofiimes (2 a 4 horas) in vitro, as
células criptocdcicas metabolicamente tornam-se ativas e ficam firmemente
ligadas & superficie de plastico da placa de microtitulagdo em monocamada. E
sabido que as células criptococicas estdo aderidas na superficie pela presenca
de muitas células em brotamento. Na fase intermédia (4-16 horas), a populacéo
fungica aumenta significativamente e consiste em células espalhadas
uniformemente no pléstico, formando microcol6nias. A proximidade das células
dentro da microcolénia pode apresentar um ambiente formidavel para o
estabelecimento de gradientes de nutrientes, troca genética e quorum sensing.
Durante a fase maturacdo (24 a 48 horas), a atividade metabdlica das células
permanece alta e constante (MARTINEZ E CASADEVALL, 2015).

Nos ultimos anos tem havido um aumento da valorizacdo do papel que os
biofilmes microbianos desempenham na medicina humana, especialmente
porque 0s micrébios que crescem dentro dos biofilmes apresentam
caracteristicas fenotipicas Unicas em comparacdo com as células plancténicas,

incluindo o aumento da resisténcia aos agentes antimicrobianos e protecao
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contra as defesas do hospedeiro (KUHN E GHANNOUM, 2004; MOWAT et al.,
2007). Portanto, eles representam um grande problema na terapia, pois a dose
necessaria para erradicar o biofilme pode exceder as mais altas concentracdes
terapeuticamente atingiveis de antibioticos (RASMUSSEN E GIVSKOV, 2006).

O farmaco usado para o tratamento inicial da criptococose é a anfotericina
B (AmB). A AmB é um derivado poliénico produzido pelo actinomiceto
Streptomyces nodosus. Apesar da sua elevada toxicidade e do surgimento de
outros farmacos antifungicos de amplo espectro, a AmB e suas formulagfes
lipidicas continuam sendo consideradas o ‘“padrdo ouro” dos farmacos
antimicéticos disponiveis para uso clinico (LARRU E ZAOUTIS, 2013). O
fluconazol € um composto azdlico e tem acéo inibitéria sobre a lanosterol-14a
desmetilase, a qual € responsavel pela converséo do lanosterol em ergosterol;
desta forma, interrompe a biossintese do ergosterol, componente flngico
essencial para a formacdo da membrana plasmaética celular. E utilizado no
tratamento de micoses superficiais e invasivas, no tratamento profilatico e é
bem tolerado pelo paciente, quando administrado em altas doses. Porém, o
grande problema do uso deste farmaco, assim como, o uso dos demais azois,
€ o desenvolvimento de resisténcia das leveduras a essa classe de farmacos.
A terapia da criptococose € iniciada com uma dose intravenosa de 0,7-1
mg/Kg/dia durante 14 dias (ANDES, 2006) e posteriormente fluconazol numa
dose de 400-800 mg por dia no minimo durante 8 semanas na fase de
manutencdo, o que pode gerar problemas de resisténcia pelo longo tempo de
uso (SCHAARS et al.,, 2006). Devido a dificuldade na erradicacdo da
criptococose e os problemas como a toxicidade, resisténcia e arsenal limitado
dos antifingicos usados hoje em dia na terapia, existe uma necessidade
emergencial de se descobrir novas terapias uma vez que estas infeccdes sao
letais.

Recentemente, estudos que envolvem a prospeccdo de novas moléculas
antifangicas, tém-se focado nos biofilmes (GULLO et al., 2013). Nosso grupo
colabora na prospeccdo de moléculas antifungicas derivadas de fontes naturais
e atualmente muitas destas séo sintetizadas de maneira bio-guiada pela
atividade antifungica e toxicidade em geral. As chalconas (trans-1,3-diaril-2-

propen-1-onas) pertencem a familia dos flavondides e sdo precursores dos
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flavondides de cadeia aberta e isoflavonas, que sdo abundantes em plantas
comestiveis. As chalconas e seus derivados tém atraido cada vez mais a
atencdo devido a inumeras aplicacdes farmacoldgicas. Propriedades
anticancerigenas foram observadas em estudos como os de Echeverria e
colaboradores (2009) com chalconas sintéticas. Um estudo executado por
Lunardi e colaboradores (2003) relatou a atividade antiprotozoaria in vitro
contra o crescimento de Leishmania braziliensis e Trypanosoma cruzi. Yadav
(2009) sintetizou uma série de derivados de chalconas com as quais
observaram atividades anti-inflamatdrias usando camundongos com um
modelo de edema. Outros estudos demonstram propriedades antioxidantes,
antimicrobiana e atividade larvicida contra mosquito (NURETTIN, 2006;
HAMDI, 2010; BEGUM, 2011). Por ultimo, as chalconas apresentam atividades
antifingicas contra espécies de Candida, Saccharomyces cerevisiae, C. gattii e
Paracoccidoides brasiliensis (DE CARVALHO TAVARES et al., 2011).
Recentemente também foi descrita atividade contra C. neoformans e
Mycobacterium tuberculosis (ALWAN et al., 2015). Assim, se faz necessario
ensaios para verificacdo da atividade antifingica e antibiofilmes frente a
espécie C. gattii. Nesse trabalho foi avaliada a atividade da 3’- chalcona (Figura
1).

Figura 1. Estrutura quimica da 3’- chalcona.
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1.2. MODELOS ANIMAIS ALTERNATIVOS

Ao longo da historia da pesquisa biomédica, tem se realizado os
experimentos usando modelos animais mamiferos. Mas desde o ano 1953, foi
fomentado os principios dos 3Rs (Replacement, Reduction and Refinement) por
Russel e Burch foi um marco para o uso de animais em experimentacdo e no
desenvolvimento de métodos alternativos ao uso de animais. No Brasil, em 2008 com
a lei Arouca e no ano 2012 o projeto RENAMA (Rede Nacional de Métodos

Alternativos ao uso de animais) também fomentam esses principios.

Esses principios sdo a Reducdo (Reduction) significa a obtencdo de nivel
equiparavel de informagdo com o uso de menos animais em experimentacao; o
Refinamento (Refinement) promove o alivio ou a minimizacdo da dor,
sofrimento ou estresse do animal utilizado na experimentacédo e a Substituicdo
(Replacement) significa que o nivel equiparavel de informacdo € alcancado
sem o uso de animais mamiferos.

A utilizagdo de modelos experimentais com animais ndo mamiferos como
Galleria mellonella e Danio rerio, 0os quais sdo objetos de estudo do presente
projeto, tem crescido nos ultimos anos e sdo importantes estratégias para a
predicao da atividade antifingica e toxicolégica in vivo.

Por esse motivo, dentro do campo de estudo, o primeiro modelo alternativo
empregado é o Zebrafish (Danio rerio). Em muitas vias apresenta-se como um
intermediario entre camundongos e modelos invertebrados de infeccéo
aplicados para investigar interacdes patdgeno-hospedeiro. O tempo de geracéo
€ de apenas 3-4 meses; uma fémea madura de Zebrafish pode gerar varias
centenas de embrides por semana 0s quais se desenvolvem rapidamente fora
da mde o que é uma vantagem frente a modelos mamiferos nos que os
embrides precisam ser extraidos da fémea. Os peixes maduros sdo de
pequeno tamanho, resistentes e faceis de criar e manter. Estas caracteristicas
juntamente com a transparéncia nas fases iniciais e a disponibilidade de
obtencdo de embrides no acasalamento, bem como a pouca quantidade de
substancias quimicas necessarias para realizar testes, fazem esta espécie
biologica 6tima para o desenvolvimento dos estudos. Comparagdes gendmicas
demonstram que o 71,4% dos genes humanos sdo ortélogos com os de
Zebrafish, e genes potencialmente relacionados com doencas humanas estéo
relacionados em 82% (HOWE et al., 2013). O Zebrafish tem sido descrito como
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um modelo animal "conveniente e preditivo 0 qual pode servir como um passo
intermédio para a avaliacdo entre células e teste de mamiferos” (HE et al.,
2014).

Portanto, as fases iniciais de vida de Zebrafish tém sido propostas como
modelo eficaz para estudos de toxicidade (SIPES et al., 2011) e existem guias
de testes que tem sido desenvolvidas e validadas para o uso dos embrides de
Zebrafish como organismo modelo (zebrafish embryo acute toxicity test
(ZFET), OECD test guideline 236) (BUSQUET et al., 2014). O uso de Zebrafish
como modelo para testes de toxicidade reduz o tempo de ensaio e 0S custos
substancialmente em comparacdo com testes de roedores e coelhos, os quais
apresentam como requisito animais com uma idade de 8-12 semanas
(camundongos) ou, pelo menos, 12 semanas (coelhos) e a observacdo dos
animais por um periodo minimo de 14 dias (DUCHARME et al., 2015). Além
disso, o embrido de Zebrafish é muito pequeno e os adultos possuem uma
elevada fecundidade, tornando-os receptivos para um screening de alto
rendimento de toxicidade (DUCHARME et al.,, 2015). Sendo assim um dos
principais tépicos dos ensaios com embrides de peixes é determinar a
toxicidade aguda, o que inclui uma triagem dos compostos que levam a
transtornos de desenvolvimento como um indicador de efeitos teratogénicos
(KOBAYASHI et al., 2005). Maes e colaboradores (2012) fizeram um estudo
toxicolégico com quatorze dos solventes mais comumente usados com
farmacos apolares. Ahmad e colaboradores (2015) estudaram a toxicidade da
nanoparticula CoFe,O, e avaliaram como risco 0 uso desta particula em
aplicacdes bioldgicas. Outros ensaios toxicolégicos foram realizados com alvo
na pesquisa de novos farmacos (RIZZO et al., 2013; CARLSSON et al., 2014;
LEE E FREEMAN, 2014; LANTZ-MCPEAK et al., 2015).

Nosso outro modelo alternativo, G. mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) esta
emergindo no mercado como facil modelo para interacdo parasita-hospedeiro.
Ha numerosos beneficios no uso das larvas como modelo hospedeiro que nao
sdo facilmente alcancados com outros hospedeiros invertebrados. Por
exemplo, as larvas podem ser mantidas numa faixa de temperatura entre 25°C
e 37°C, facilitando numerosas condi¢cdes nas quais os fungos podem existir em
ambientes naturais e hospedeiros mamiferos. G. mellonella € um hospedeiro

interessante para o estudo de patogéneses microbiais como Pseudomonas
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aeruginosa, Proteus mirabilis e Escherichia coli (MORTON et al.,, 1984;
MIYATA et al., 2003; CYTRYNSKA et al, 2007) e fungos como
Paracoccidioides spp, Aspergillus spp e Cryptococcus gattii (REEVES et al.,
2004; FIRACATIVE et al., 2014; SCORZONI et al., 2015). O modelo também é
usado para avaliar a eficacia de antifungicos atualmente usados na terapia
como a AmB e itraconazol (MYLONAKIS et al.,, 2005; DE LACORTE
SINGULANI et al., 2016) e novas moléculas antifingicas como rapamicina e
haemofungina (BASTIDAS et al., 2012; BEN YAAKOQV et al., 2016).

As larvas de G. mellonella sédo alojadas em placas de petri e sGo mantidas
numa incubadora pés-infeccdo. Elas podem ser inoculadas com o microbio
atraves de trés métodos: aplicacado topica, administracdo oral ou inje¢éo (Scully
e Bidochka, 2005). O método de injecdo oferece o beneficio de que o fungo é
injetado diretamente na larva e, portanto, é sabida a quantidade de ino6culo que
elas recebem.

Uma vez inoculadas com o fungo de interesse a mortalidade das larvas pode
ser monitorizada para determinar a patogenicidade do fungo. Comparacdes
iniciais entre o modelo G. mellonella e 0 modelo murino tem demonstrado que
0s genes gerados pelos fungos relacionados com a viruléncia estéo
conservados nos dois animais (BRENNAN et al, 2002; FUCHS E
MYLONAKIS, 2006). Por comparacdo, os métodos utilizados para infectar as
larvas sdo muito mais simples do que os empregados nos mamiferos e exigem
menos treinamento. G. mellonella também ndo exige instalacdes
especializadas como as necessarias para modelos de mamiferos. Além disso,
o tempo de uma infeccdo letal em G. mellonella é mais rapido do que as
infecgBes fungicas em hospedeiros mamiferos. Embora o modelo G. mellonella
ndo elimine completamente a necessidade de modelos hospedeiros mamiferos,
0 modelo proporciona inicialmente os meios para rastrear um namero maior de
linhagens de fungos para os efeitos de patogenicidade, a fim de identificar
estirpes de identidade relevante, o que poderia ser levado depois para estudos
mais aprofundados em modelos de mamiferos (FUCHS et al., 2010).

O modelo G. mellonella ndo é somente restrito ao estudo de aspectos
patogénicos de infeccbes fungicas, também serve para avaliar a defesa deste
frente ao fungo. Embora as larvas ndo apresentem resposta imune adaptativa,

tem um sistema imunoldgico inato composto por seis tipos de células
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fagociticas: pr6-hemdacitos, coagulocitos, esferdcitos, pinécitos, plasmatocitos e
granuldcitos. A densidade global do hemdcito das larvas reflete na
patogenicidade dos fungos. Conforme aumenta o tempo com larvas infectadas
com fungos patogénicos, elas exibem alteracdes na densidade dos hemacitos,
enquanto que as larvas infectadas com fungos ndo patogénicos apresentam
uma densidade de hemadcitos comparavel as larvas nao infectadas (BERGIN et
al., 2003). A resposta no aumento do numero de células imunes em resposta a
invasdo de um agente patogénico € reminiscente da resposta humana aos
agentes patogénicos porque o numero de células do sistema imunoldgico
aumenta para combater o patégeno.

Dessa forma, tendo em vista a problematica da resisténcia das leveduras
aos farmacos usuais, foi pretendido avaliar o uso da 3’- chalcona como
antifangico contra C. gattii em situacdo planctdnica e biofilme, como também
avaliar a eficiéncia e toxicidade em G. mellonella e Zebrafish, propondo uma

nova alternativa para o tratamento de infec¢des causadas por C. gattii.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho tem como obijetivo verificar as propriedades antifungicas da 3’-
chalcona contra Cryptococcus gattii in vitro e avaliar sua eficacia e toxicidade

in vivo em diferentes modelos animais alternativos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade da 3’- chalcona contra C. gattii in vitro;

e Caracterizar o biofilme de C. gattii;

e Avaliar a atividade da 3’- chalcona no biofilme consolidado;

e Realizar ensaios de toxicidade da chalcona em embrides de Zebrafish;

e Verificar a toxicidade da chalcona em G. mellonella;

e Verificar a atividade antifiUngica da chalcona em G. mellonella infectada

com C. gattii;



31

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. SELECAO E CULTIVO DE ISOLADOS DE C. GATTII

Para a realizacdo dos ensaios foi selecionado um isolado ambiental de C.
gattii, o qual possui sensibilidade reduzida ao fluconazol (118R) (Raso et al.,
2004) e como cepa padrao foi utilizada a ATCC (The American Type Culture
Collection) de C. gattii 56990, pertencentes a micoteca do Laboratério de
Micologia Clinica do Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara e o Instituto Adolfo Lutz, cedidos

em colaboragéo.

3.2. COMPOSTO

O derivado 3’- chalcona foi cedido em colabora¢cdo com o grupo de pesquisa
do Prof. Dr. Luis Octavio Regasini do Instituto Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas da UNESP- Sao José do Rio Preto, SP.

3.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

3.3.1. Determinacédo da concentracao inibitéria minima (CIM)

Os testes de sensibilidade de C. gattii foram realizados frente a substancia
3’- chalcona tendo como controle positivo fluconazol e AmB. Estes ensaios
foram realizados segundo o documento CLSI com algumas adapta¢des. Para o
desenvolvimento da metodologia, foi utilizado o meio RPMI 1640 com L -
glutamina, sem bicarbonato e com indicador vermelho de fenol, tamponado
com MOPS [acido 3-(N-morfolina) propanosulfénico], pH 7,0 acrescido com 2%

de glicose, esterilizado por filtracdo e conservado a 4° C.

Como controle do ensaio foi utilizada a cepa Candida parapsilosis ATCC
22019, conforme recomendado pelos documentos normativos do CLSI (M38-
A2, 2008). Os farmacos antifungicos padrbes foram utilizados seguindo o
documento. A solucédo de fluconazol (Sigma), foi preparada em meio RPMI, as
concentracOes variaram entre 512 e 1 pg/mL. Para o controle com AmB
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(Sigma) foi realizada as dissolu¢cdes também em meio RPMI, as concentracdes
foram usadas numa faixa de 256 até 0,5 pg/mL. A 3’-chalcona foi diluida
assepticamente em quantidade adequada de DMSO e solubilizada por agitagéo
com o auxilio do vortex. A faixa de concentracdo da molécula na avaliagcdo da
atividade antifungica foi calculada, visando obter a variacdo das concentracdes
com o meio RPMI, entre 250 e 0,48 pg/mL (SCORZONI, 2007).

As cepas para o0 ensaio foram mantidas em agar Sabouraud, a temperatura
ambiente por 48 horas, a partir dessas culturas foram preparados os indculos
em PBS (tamp&o salina fosfato) estéril em concentracdes de 2,5 a 5 x 10°
UFC/mL. Todos os indculos foram conferidos através da contagem de células
na camara de Neubauer. Em seguida, o inéculo foi diluido em meio RPMI e
distribuido em placas de 96 pocos, sendo um volume de 100 pL nas fileiras de
2 a 11 onde esté a substancia que se deseja avaliar a atividade antifangica em
concentracfes a partir de diluicdo seriada. Desta forma, a concentracdo do
indculo passou a ser 10° células/mL. O controle positivo do teste foi adicionado
na fileira 12 com adi¢do de 100 pL do meio RPMI livre de farmaco e 100 pL da
suspensdao de levedura. Também foi utilizado o controle de esterilidade do meio
ou branco para a leitura, na fileira 1, onde foi adicionado somente 200 uL do
meio RPMI. As placas foram incubadas a uma temperatura entre 35 e 37°C sob
agitacdo constante de 150 rpm e a leitura ocorreu ap6s um periodo de 48

horas, por meio de leitura visual e com o revelador resazurina (0,01%).

3.3.2. Concentracao fungicida minima (CFM)

A determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima foi realizada conforme
descrito por Soares e colaboradores (2014). Placas de Petri contendo agar
Sabouraud dextrose foram previamente demarcadas de acordo com as
posicoes das diluicdes dos compostos e controles positivos na placa de 96
pocos. Uma aliquota do contetudo dos pocos foi transferida para o respectivo
local na placa de Petri com auxilio de um palito de madeira estéril e as placas

foram incubadas a temperatura ambiente por 48 horas. A concentragao
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fungicida minima €& definida como a menor concentracdo do composto ou

farmaco onde n&o ocorre o desenvolvimento de microrganismos.

3.4. ENSAIO DE FORMACAO DO BIOFILME DE C. GATTII

3.4.1. Formacéo dos biofilmes

A formacao dos biofilmes foi realizada de acordo com o descrito por Martinez
e Casadevall (2006), para os biofiimes de C. neoformans, com algumas
modificacdes. As cepas de C. gattii foram cultivadas em caldo Sabouraud
dextrose por 24 horas sob agitacdo de 150 rpm a 37 °C e o inoculo foi
preparado na concentracdo de 1x10° células/mL em PBS. Posteriormente
foram adicionados 100 pL do in6culo em placas de poliestireno de 96 pocos. As
placas foram incubadas a 37 °C por 5 horas para que fosse realizada a pré-
adesdo do biofilme. Apos esse periodo, o sobrenadante foi gentilmente
removido dos pocos e os mesmos foram lavados de 2 a 3 vezes com PBS para
a remocao das células ndo aderidas. Em seguida, foram adicionados 200 pL
dos meios de cultura BHI e RPMI 1640 com L - glutamina, sem bicarbonato de
sédio. As placas foram incubadas a 37°C a 100 rpm por 24, 48 e 72 horas (uma

placa por cada hora).

3.4.2. Atividade metabdlica dos biofilmes

As atividades metabdlicas dos biofilmes formados em meio RPMI e caldo
BHI, foram verificadas através do ensaio de reducéo de XTT (2,3-bis (2-metoxi-
4-nitro-5-sulfofenil) -5 - [carbonilo (fenilamino)]-2H-tetrazodlio-hidroxido). Apds a
maturacéo, foi adicionado, em cada poco, 50puL da solugcdo de XTT (1 mg de
sal/mL de PBS) e 4pL de solugédo de menadiona. Finalmente, as placas foram
incubadas a 37 °C por 3 horas para entédo realizar a leitura espectrofotométrica
através de leitor de microplacas, a 492 nm. Os meios RPMI 1640 e BHI isentos
da formacéo de biofilme foram incluidos como controle negativo (MARTINEZ E
CASADEVALL, 2006; COSTA-ORLANDI et al., 2014).
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3.4.3. Quantificacao do biofilme

3.4.3.1. Quantificagdo da massa biofilme por coloragdo com cristal violeta

A quantificacdo dos biofilmes através da coloracdo por cristal violeta foi
realizada conforme descrito por Mowat e colaboradores (2007) e Costa-Orlandi
e colaboradores (2014). O biofilme foi formado em meio RPMI 1640 em placas
de 96 pocos. Depois de 24, 48 e 72 horas de formacdo, o meio de cultura foi
retirado de cada poco e as células aderidas lavadas trés vezes com PBS.
Apés a secagem em temperatura ambiente, foram adicionados a cada poco,
100 pL de solugéo de cristal violeta a 0,5% por 5 minutos. Em seguida, os
pocos foram novamente lavados com agua até que o excesso de coloracao
fosse removido e os biofiimes foram descorados pela adicdo de 100 uL de
etanol a 95% em cada poco. O etanol foi entdo gentilmente homogeneizado
com a pipeta até que o restante do cristal violeta fosse completamente
solubilizado (aproximadamente 1 minuto). Por fim, as solu¢cdes de cada poco
foram transferidas para uma nova placa de 96 pocos, que foi lida no
espectrofotobmetro a 570 nm. Os valores da absorbancia foram proporcionais a
guantidade de biomassa do biofilme, compreendida pelo material extracelular
(quanto maior a quantidade de material biol6gico, maior a coloracao e o valor

da absorbancia).

3.4.3.2. Quantificacdo da matriz extracelular pela coloracdo com safranina

As matrizes extracelulares produzidas pelos biofilmes foram quantificadas
pela coloracdo com safranina, como descrito por Seidler, Salvenmoser e Miller
(2008) e Costa-Orlandi e colaboradores (2014). Os biofilmes maduros
formados com RPMI 1640 nas placas de 96 pocos tiveram suas matrizes
extracelulares coradas através da adicdo de 50 uL de solucédo de safranina a
1%, por 5 minutos. Em seguida, as placas foram lavadas cuidadosamente com
a adicdo de 200 pyL de PBS, até que os sobrenadantes ficassem limpidos. Por

fim, as placas foram lidas no espectrofotémetro a 492 nm.
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3.4.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para a MEV, os biofilmes foram formados no fundo de placas de 24 pocos e
foi processado conforme descrito por Martinez e colaboradores (2010) com
algumas modificacdes. As amostras foram lavadas trés vezes com PBS para
remocdo das células plancténicas e fixadas com 1000 pL de solucdo de
glutaraldeido (Sigma-Aldrich) a 2,5%, por 3 horas a temperatura ambiente. Em
seguida, foram realizadas trés lavagens com &gua destilada estéril. As
amostras foram entdo desidratadas com concentracdes crescentes de alcool
etilico, de 50% a etanol absoluto a temperatura ambiente. Por altimo, realizou-
se a secagem em temperatura ambiente. Antes da andlise ao microscopio, as
amostras foram montadas em cilindros de aluminio com prata (stubs) e
colocadas em um evaporador de alto vacuo (Denton Vacuum Desk V, Jeol
USA) para o revestimento de ouro. As caracteristicas topograficas dos
biofilmes foram analisadas em microscopio eletrénico de varredura (Jeol JSM-
6610LV).

3.4.5. Efeito da 3’- chalcona frente aos hiofilmes maduros

A capacidade do composto contra as duas cepas de C. gattii, ATCC 56990 e
o isolado 118, de causar danos aos biofilmes maduros foi verificada. As
formacbes dos biofilmes de C. gatti ATCC 56990 e o isolado 118 foram
realizadas como descrito no item 3.3.1. Os biofilmes foram formados em placas
de 96 pocos e o composto foi testado no intervalo de concentracédo de 250 —
0,48 pg/mL. As placas foram incubadas a 37°C, sob agitacdo de 100 rpm, por
24 e 48h. Apé6s esse periodo, o meio foi retirado, as células foram lavadas e a
atividade metabdlica dos biofilmes tratados foi quantificada através do ensaio

de reducéo do XTT, conforme descrito por Martinez e Casadevall (2006).
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3.4.6. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) biofilme tratado

Para uma visualizagcdo mais detalhada da acdo do composto sobre biofilme
in vitro de C. gattii, foi realizada a microscopia eletrénica de varredura (MEV). O
biofilme foi formado em placa de 24 pocos e apds sua maturacao, foi colocado
em contato com o0 composto nas concentragdes que causaram maior reducao
da atividade metabdlica no item 3.4.5. Ap6s o tratamento, foi realizada a
microscopia eletronica de varredura (MEV) como descrita no item 3.4.3.

3.5. ENSAIOS DE TOXICIDADE DA 3’- CHALCONA EM EMBRIOES DE
ZEBRAFISH

Os embrides de Zebrafish (wild type) foram obtidos segundo a criagdo por
casais em criadeiras proprias para assim terem as mesmas horas pos-
fertilizacdo (hpf). Esses embrides foram examinados sob uma lupa e aqueles
gue tinham se desenvolvido sem alteragbes, foram selecionados para 0s
subsequentes experimentos de determinacdo da concentracdo letal 50%
(CL50) poés-fertilizacdo. Aproximadamente no estadgio 1-2 hpf, 128 ovos
fertilizados foram transferidos para placas de 96 pocos (dois embrides por
poco). Tendo as duas primeiras filas horizontais da placa como controles com
meio embridnico (NaCl; KCI; CaCl, 2H,0; MgS0O,4.7H,0; H,O e azul de metileno
0,03%), as trés seguintes filas (triplicata) com DMSO como controle do solvente
da chalcona em diferentes concentracdes (0,0625; 0,125; 0,25; 0,375; 0,5;
0,625; 0,75; 1 pL/mL) (MAES et al., 2012); e outra placa com 16 embrides por
concentragcdo da 3’- chalcona, também triplicata (1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 16 pg/mL).
As leituras realizadas destes experimentos foram as 6, 24 e 48 hpf, e as
observagbes foram até 120 hpf. Foram observados pardmetros como a
formacdo de coagulacdo, atraso no desenvolvimento embrionario,
malformacgdes, pigmentacdo nos olhos e no corpo e a taxa de mortalidade. As
imagens foram tomadas através da lupa Zeizz (Discovery. V12). A metodologia

foi seguida segundo Busquet e colaboladores (2014).
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3.6. ESTUDO DA ATIVIDADE DA 3° CHALCONA EM G. MELLONELLA

3.6.1. Infecgéo e tratamento das larvas com C. gattii

Grupos de 16 larvas com peso entre 0,1 e 0,2 g foram colocados em placas
de Petri e incubados a 37°C, na noite anterior aos experimentos. Suspensdes
fungicas de C. gattii (ATCC 56990 e o isolado ambiental 118) foram preparadas
em PBS com ampicilina 20 mg/L para que a concentracéo na larva fosse 1x10°
células. A Ultima pro-pata esquerda das larvas foi limpa com etanol 70% e 10
ML das suspensdes fungicas foram injetadas com auxilio de uma seringa
Hamilton. As larvas infectadas com os fungos foram tratadas com 10 pL na
Ultima pro-pata direita com diferentes doses da 3’- chalcona para a inoculacéo;
também foi empregado como controle o farmaco AmB. Grupos de larvas nao
infectadas foram tratados com o composto para testar a toxicidade. As placas
foram incubadas a 37°C por 7 dias. A morte das larvas foi avaliada diariamente
por inspecdo visual da falta de movimento. No minimo trés experimentos
independentes foram realizados. Antes de comecar estes experimentos, foram

reativadas as duas cepas em camundongos, pelo reisolamento no pulméao.

3.6.2. Determinacao da carga fungica em G. mellonella

Do experimento do item anterior, quatro larvas de cada grupo infetado com o
fungo foram coletadas nas 48h. Apos coleta, as larvas foram lavadas com
etanol 70% e cortadas em pequenos pedagcos com um bisturi. Os tecidos foram
macerados em 1 mL de PBS-ampicilina e plagueados em meio Sabouraud. As
placas foram colocadas durante 2 dias a temperatura ambiente. ApOs esse

periodo, as unidades formadoras de col6nias (UFCs) foram contadas.



38

3.7. ANALISES ESTATISTICAS

Todos os ensaios foram realizados no software GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). O analises do biofilme foi realizado
com o t teste ou ANOVA seguido pela correcdo do Bonferroni. A curva de
sobrevivéncia foi analisada usando log-rank (Mantel — Cox) teste. A carga
fungica foi analisada usando o analises de variancia (ANOVA) com pds teste
de Bonferroni. A avaliagdo do P<0,005 foi considerada estatisticamente

significante.
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4. RESULTADOS
4.1. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

4.1.1. Teste para determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM)

Com a analise da atividade da substancia, a 3’- chalcona apresentou o0s
melhores resultados para a cepa 118, com CIM de 0,96 pug/mL; enquanto que
para a cepa ATCC 56990 de C.gattii, a chalcona mostrou acdo potente com
CIM entre 1,95 e 3,90 pg/mL, mas ndo mostrou atividade significante frente a
Candida parapsilosis ATCC 22019, 125 pg/mL. Foi observado que os valores
da CFM e da CIM das substancias foram os mesmos, portanto foi constatada
atividade fungicida da 3’- chalcona para as cepas de C. gattii. Em relacdo ao
fluconazol, a cepa ATCC e C. parapsilosis mostraram-se sensiveis e o isolado
resistente 118 mostrou-se resistente a esse farmaco, como esperado. Ja para
a AmB todas as cepas mostraram-se sensiveis, com CIMs que variaram entre
0,031 e 0,5 pg/mL. Os valores do CIM encontrados para a 3’- chalcona foram
bem inferiores aos valores de CIM observados frente ao fluconazol, o que
indica maior atividade dessas moléculas quando comparada ao agente
terapéutico utilizado na clinica. Por outro lado, em comparacdo com a AmB,
esta apresentou melhores valores que a substancia. A leitura realizada com a
resazurina foi outro método de confirmacdo dos métodos da CIM e da CFM
(Tabela 1).
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Tabela 1. Resultados do teste de sensibilidade das cepas de C. gattii
testadas com 3’- chalcona. Concentragdo inibitéria minima e concentragéo

fungicida minima em pg/mL e resazurina.

3~ CHALCONA FLUCONAZOL ANFOTERICINA B

CIM CFM RSZ CIM CFM RSZ CIM CFM RSZ

ATCC 56990 3875 3875 1,930 8 16 8 0031 0031 0125
118 0960 0960 0,960 32 32 32 00625 00625 00625

C. parapsilosis 125 125 125 8 8 8 05 05 1

ATCC 22019

CIM: concentragéo inibitéria minima; CFM: concentragéo fungicida minima; RSZ: resazurina

4.2. ESTUDO DO BIOFILME DE C. GATTII

4.2.1. Atividade metabdlica dos biofilmes

A cinética de formacao de biofilme pela cepa de C. gattii ATCC 56990 e o
isolado 118 foi verificada pelo ensaio de reducéo de XTT. Os resultados das
atividades metabdlicas dos biofilmes estdo dispostos na Figura 2. Nesse
ensaio, a atividade da enzima desidrogenase mitocondrial reduz o sal de
tetrazdélio a sal de formazana, mudando assim a coloracdo (Martinez e
Casadevall, 2006). Tanto no biofiime da cepa ATCC quanto no biofilme do
isolado ambiental, formados nos diferentes meios, pdde-se observar que a
atividade metabdlica inicial ocorreu ap6s as 5 horas de incubacéo,
correspondendo ao periodo de pré-adesdo. Na cepa ATCC 56990 houve um
aumento significante da atividade metabdlica até 48 horas. Apos esse periodo,
houve a tendéncia de atingir um plateau. Nos biofilmes formados pelo isolado
ambiental, observou-se um comportamento diferente, nos quais as atividades
metabdlicas, em ambos 0s meios, exibiram valores maiores que os biofilmes
formados pela cepa ATCC, com crescimento consideravel até 24 horas. Apos

esse periodo, houve ligeiro aumento da atividade, com a tendéncia de
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formacdo de um plateau, seguido por outro ligeiro aumento da atividade
metabdlica apos as 48h de incubagdo. Foram realizados pelo menos 6

experimentos independentes.

N&o houve significancia estatistica entre os valores da atividade metabdlica
nos biofilmes formados nos diferentes meios e, devido a tendéncia de formacéo
de um plateau apés as 48 h, nos biofilmes formados pela cepa ATCC, esse
periodo foi considerado o tempo ideal para a maturacdo dos biofilmes de C.

gattii.

Figura 2. Cinética de formacao de biofilme de C. gattii ATCC 56990 (esquerda)
e o isolado 118 (direita) em placas de poliestireno de microtitulagdo, conforme
determinado pela reducédo colorimétrica do ensaio XTT. Dados expressos com
média + desvio padrdo. Este experimento foi realizado seis vezes, com

resultados similares cada vez.
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4.2.2. Quantificacdo do biofilme

4.2.2.1. Quantificacdo da massa do biofilme por coloragéo com cristal violeta

A massa do biofilme formado em meio RPMI, em funcdo do tempo, foi
guantificada pela coloracdo com cristal violeta. Os resultados dispostos na
Figura 3 mostraram que os valores das absorbancias cresceram com tempo,
indicando um valor maximo nas 48 horas de incubacdo. Ap6s as 48 horas,
observou-se um decréscimo nos valores de absorbancia, reforcando que esse
periodo é o ideal para a maturacdo dos biofiimes de C. gattii. Os biofilmes
formados pela cepa 118 formaram mais biomassa que os biofilmes da cepa
ATCC nos tempos de 24 horas e 72 horas, pois Sd0 0s tempos que mostram

diferenca significativa.

Figura 3. Quantificacdo da biomassa pela coloracdo com cristal violeta das
cepas de C. gattii ATCC 56990 e o isolado 118. Dados expressos com média +
desvio padrdo. Foram realizados trés experimentos independentes, com

resultados similares. Os asteriscos denotam redugéo significativa (**p<0,01).
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4.2.2.2. Quantificacdo da matriz extracelular pela coloracdo com safranina

A quantificacdo da matriz extracelular e do material polissacaridico foi feita
pela coloracdo com safranina em diferentes tempos de formacao do biofilme.
Os resultados estdo dispostos na Figura 4, onde tanto a cepa C. gattii ATCC
56990 quanto o isolado 118, apresentaram um comportamento similar,
alcancando um valor méximo em 48 horas, seguido de decréscimo apos esse
periodo. Neste caso, cepa ATCC parece ter uma maior absorbancia
estatisticamente significativa nas 48h e, portanto, maior formacao de biomassa

gue o isolado 118.

Figura 4. Quantificacdo da matriz extracelular pela coloracdo com safranina.
Dados expressos com média = desvio padrdo. Este experimento foi realizado
trés vezes, com resultados similares cada vez. Os asteriscos denotam reducao

significativa (**p<0,01).
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4.2.3. Efeito antifungico dos farmacos nos biofilmes

A 3’- chalcona foi empregada para a avaliagcdo dos efeitos dos compostos
nos biofilmes pré-formados de C. gatti, ATCC 56990 e o isolado 118,
preparados em meio RPMI 1640 e incubados por 24 e 48 horas com as
solucbes trabalho da 3’- chalcona e dos farmacos fluconazol e AmB nas
seguintes concentragdes: 3’- chalcona: 250 — 0,48 pg/mL; fluconazol: 512 - 1
pg/mL e AmB: 256 - 0,5 pg/mL. Também foram incluidos no ensaio 0s
controles de esterilidade (controle negativo) e os biofiimes sem tratamento
(controle positivo). ApGs esse periodo de incubacéo, as atividades metabdlicas
dos biofilmes tratados foram quantificadas através do ensaio de reducdo do
XTT e as placas foram lidas no leitor de Elisa, no comprimento de onda de 492
nm. Os dados foram analisados através da medida da densidade Optica,
conforme previamente descrito por Martinez e Casadevall (2006) para o0s
biofimes de C. neoformans. Para o fluconazol, estimado um farmaco
fungistéatico, foi considerado efetivo numa inibicdo de pelo menos 50% da
atividade metabdlica quando comparada ao controle sem tratamento. Para a
AmB e a chalcona, considerados fungicidas, foi considerada efetiva a inibicéo
de pelo menos 80% da atividade metabdlica quando comparado ao controle

sem tratamento.

Para o fluconazol, a concentracédo de 512 pg/mL reduziu em mais de 50% a
atividade metabdlica dos biofilmes de C. gattii ATCC 56990, em comparacao
com a atividade metabdlica obtida no controle sem o farmaco. Com respeito ao
efeito do fluconazol frente ao isolado 118, o isolado mostrou-se resistente ao
farmaco em todas as concentra¢cdes como o esperado segundo a sensibilidade
reduzida que apresenta (Figura 5). Para a AmB, todas as concentracdes
testadas foram capazes de reduzir em mais de 80% as atividades metabdlicas

dos biofilmes formados pela cepa ATCC e pelo isolado 118 (Figura 6).
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Figura 5. Biofilmes de C. gattii tratados com diversas concentragdes (1; 2; 4; 8;
16; 32; 64; 128; 256; 512 pg/mL) de fluconazol durante 48 h. Dados expressos
com meédia + desvio padrdo. Este ensaio foi realizado trés vezes para a cepa
ATCC 56990 e o isolado 118. Os asteriscos denotam reducdo significativa
(***p<0,001). Em ambos graficos pode se ver que em todas as concentracfes
do fluconazol, as cepas mostram-se resistentes, exceto a 512 pg/mL com a
ATCC 56990 que inibe o biofilme em mais de 50%.
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Figura 6. Biofilmes de C. gattii expostos a diversas concentracdes (0,5; 1; 2; 4;
8; 16; 32; 64; 128; 256 pg/mL) de AmB durante 48 h. O efeito foi comparado
com a producédo das células de fungos incubadas em PBS através do ANOVA
com pos teste de Bonferroni. Dados expressos com média + desvio. Os
asteriscos denotam reducdo significativa (*p<0,001). Este ensaio foi realizado
trés vezes para as duas cepas de C. gattii. Neste caso, € possivel ver uma
inibicdo do biofilme em mais de 80% para todas as concentracdes usadas de
AmB.
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Para a 3’- chalcona as concentracdes acima ou iguais a 62,5 pg/mL inibiram
o biofilme por C. gattii ATCC 56990. Para o isolado 118 as concentragdes
maiores ou iguais a 31,25 pug/mL preveniram a formacao dos biofilmes (Figura
7). De acordo com o demonstrado, a 3’- chalcona foi capaz de inibir os
biofilmes das cepas de C. gattii ATCC 56990 e o isolado ambiental 118.
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Figura 7. Biofilmes de C. gattii expostos a diversas concentracdes (0,48; 0,97,
1,95; 3,9; 7,8; 15,6; 31,25; 62,5; 125; 250 ug/mL) de 3’- chalcona durante 48 h.
O efeito foi comparado com a producdo das células de fungos incubadas em
PBS através do ANOVA com pos teste de Bonferroni. Dados expressos com
meédia + desvio padrdo. Os asteriscos denotam reducdo significativa
(***p<0,001). Este ensaio foi realizado trés vezes para as duas cepas de C.
gattii. A 3’- chalcona mostrou atividade de mais de 80% numa concentracao de
62,5 ug/mL para ATCC 56990 e de 31,25 pug/mL para o isolado 118.
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4.2.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As topografias dos biofilmes maduros e tratados de C. gattii ATCC 56990 e o
isolado 118 foram verificados através de microscopia eletrbnica de varredura
na Figura 8. No caso do biofilme maduro, é possivel perceber um grupo
condensado de células na conformacédo tridimensional ligado por uma matriz
extracelular que elas produzem (Figura 8A e 8D). Observou-se uma biomassa
mais compacta no biofilme do isolado 118, correspondente ao biofilme maduro,

com as células conectadas através de uma matriz extracelular polimérica.

Por outro lado, com o tratamento, ainda foi possivel observar uma grande
guantidade de matriz extracelular cobrindo os biofilmes danificados. O biofilme
foi formado apos 48 h de incubacgéo e colocado em contato por outras 48 h com
AmB a 0,5 yg/mL pode ser visto na Figura 8 (B e E), observou-se graves
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danos em toda a extensdo dos biofilmes. A concentracdo de 62,5 ug/mL da 3’
chalcona foi testada contra a cepa ATCC como pode ser observado na Figura
8C. J& para o biofilme da cepa 118 foi usado um tratamento de 31,2 pg/mL da
chalcona, Figura 8F. Além do dano celular, foi observada uma pequena
guantidade de matriz extracelular (ECM), indicando que o composto poderia

também ter atuado na destruicdo do material de polissacarideo.

Figura 8. Microscopia eletronica de varredura da formacdo do biofilme de C.
gattii ATCC 56990 e C. gattii 118 apds 48h de incubacéo (Figura 8A e 8D) e
com tratamento de mais 48h (Figura 8B, 8C, 8E, 8F). Esse experimento foi
realizado duas vezes, com resultados similares cada vez. As setas vermelhas
apontam a matriz extracelular. Posteriormente sdo mostrados os biofilmes
maduros de C. gattii ATCC 56990 (B) e o biofilme C. gattii 118 (D) tratados com
AmB a 0,5 pg/mL. Por ultimo, de C. gattii ATCC (C) tratados com 3’- chalcona a
62,5 pg/mL e C. gattii 118 (F) tratados com 3’- chalcona a 31,2 pg/mL. Nesses

casos, as setas vermelhas apontam o dano do causado pelo farmaco.

Sem tratamento 3’-chalcone

C. gattiif ATCC 56890

4
3 I

07-22-2018

C. gattii 118
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4.3. TESTE DE TOXICIDADE DA 3’- CHALCONA EM EMBRIOES DE
ZEBRAFISH

A avaliagdo dos embrides de Zebrafish foi realizada nos tempos de 6, 24 e
48 hpf (horas pos fertilizacéo), nos quais observou-se diferentes fases do
desenvolvimento embrionéario. O controle do solvente da chalcona, DMSO né&o
apresentou toxicidade para nenhuma das concentracfes testadas pelo que
verificou que as possiveis toxicidades nédo foram causadas por dito composto.
Diferentes concentragdes de 3’- chalcona foram testadas desde 16 a 1 pg/mL e
€ possivel notar na Figura 9A que o efeito téxico sobre o desenvolvimento
embrionario aumenta de forma proporcional ao aumento da concentracdo da
substancia. Além disso, os resultados revelaram uma CL50 (concentracéo letal
50%) de 3,42 = 0,46 pg/mL em 48 hpf. A Figura 9B apresenta as porcentagens
de sobrevivéncia segundo os valores nas concentracdes empregadas apos 48
hpf. Na Figura 10 (A-D) apresentam-se embriées nas diferentes fases com
desenvolvimentos normais (controle), periodo de géstrula, segmentacao,
faringula, eclosdo e larva formada. Na Figura 10E, € possivel observar um
embrido com um efeito denominado coagulacdo em consequéncia da né&o
formacdo devido ao contato com a 3’-chalcona em uma concentracdo de 16
pg/mL. Nas outras figuras podem ser vistos desenvolvimentos tardios ou/e
malformacdes em comparacdo com seus controles, como na Figura 10F na
gue o embrido teria que estar na fase de faringula, mas ndo passou da fase de
segmentacdo (3’-chalcona 2 pg/mL). A Figura 10G com auséncia de
pigmentacdo na pele e nos olhos (3’-chalcona 1 pg/mL) e na Figura 10H onde
ainda permanece dentro do cérion e com um grande saco vitelino (3’-chalcona

2 pg/mL).
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Figura 9. (A) Curva de sobrevivéncia de embrides de Zebrafish em contato
com diferentes concentragbes de 3’-Chalcona em 6, 24 e 48 hpf (horas pés
fertilizacdo). (B) Porcentagens de sobrevivéncia dos embrides segundo as

concentracOes testadas nas 48h.

A)
1001
Controle
® 804 O -=- 16 pg/mL
é W —+— 8 ug/mL
; 60+ 6 ng/mL
g 40 rl - 5 ug/mL
3 ‘ -®- 4 pug/mL
S 204 3 ng/mL
2 ng/mL
0 T i T 1Mg/m|_
6 24 48
hpf
1001
B)
5+
'S 757
@
=
& 504
¥s)
o
‘Q 25
0 .




51

Figura 10. Imagens de embribes de Zebrafish capturadas através da lupa
Zeizz (Discovery. V12) com um objetivo de 40x. Embribes com
desenvolvimentos normais como controle (A-D) e embrides com efeitos
teratogénicos em contato com a 3’- chalcona com concentracfes de 16 pug/mL
na figura E, 2 pg/mL na figura F e H e 1 pg/mL na figura G no tempo de 6, 24,
48 e 120 horas pos fertilizacéo (E-H).
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4.4. ESTUDO DA ATIVIDADE DA 3’- CHALCONA EM G. MELLONELLA

4.4.1. Toxicidade

As larvas foram tratadas com a 3’- chalcona nas doses de 160, 80 e 2
mg/kg, sem infeccdo com C. gattii. Na Figura 11 € possivel observar que a 3’-
chalcona néo foi toxica em nenhuma das doses utilizadas, visto que ndo houve

mortalidade das larvas.

Figura 11. Curva de sobrevivéncia de larvas de Galleria mellonella né&o

infectadas e tratadas com 3’- chalcona (160, 80 e 2 mg/kg)
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4.4.2. Infeccao e tratamento das larvas com Cryptococcus gattii

- C. gattii ATCC 59660: larvas infectadas com 1x10° células/larva C. gattii
foram tratadas com AmB na dose de 2 mg/kg e 3’- chalcona com 160, 80 e 2
mg/kg. Como € possivel notar na Figura 12, a cepa C. gattii ATCC 59660 foi
virulenta para as larvas, pois a maioria das larvas morreram ao final de 7 dias
de observacdo. O tratamento com AmB aumentou significativamente a
sobrevivéncia das larvas (p<0,05). J&4 o tratamento com a 3’- chalcona néo
mostrou eficacia contra C. gatti ATCC 59660 no modelo G. mellonella em

nenhuma das doses testadas.
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Figura 12. Curva de sobrevivéncia de larvas de Galleria mellonella infectadas
com a cepa C. gattii ATCC 59660 e tratadas com 3’- chalcona (160, 80 e 2

mg/kg).
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- C. gattii 118: foram empregadas as mesmas condi¢cdes que no experimento
anterior, mas com o isolado 118. Na Figura 13 é observado que o isolado 118
de C. gattii mostrou-se menos virulento que a cepa ATCC, pois ndo morreram
todos os individuos ao final de 7 dias. Além disso, ndo foi observada diferenca
estatistica entre o grupo tratado com AmB e o0 grupo nao tratado, embora
possa ser notada uma tendéncia no aumento da sobrevivéncia das larvas com
este tratamento. Por outro lado, a 3’- chalcona ndo mostrou eficicia antifungica

contra C. gattii 118 nas larvas.
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Figura 13. Curva de sobrevivéncia de larvas de Galleria mellonella infectadas
com a cepa C. gattii 118 e tratadas com 3’- chalcona (160, 80 e 2 mg/kg).
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4.4.3. Determinacédo da carga fungica em G. mellonella

A carga fungica foi determinada pela recuperacdo das leveduras infectadas
com C. gattii e tratadas com AmB (2 mg/kg) e 3’ chalcona (160, 80 e 2 mg/kg)
na Figura 14. Observou-se grande diminuicdo no numero de UFCs de C. gattii
tratadas com AmB (2 mg/kg). Por outro lado, no tratamento com a 3’- chalcona
nao teve diferenca, pois com a cepa ATCC, parece que diminui a formacéo de
colénias, mas pela margem de erro ndo tem diferenca um grupo do outro. Ja
para o isolado 118, teve uma menor formacdo no numero de colbnias em
comparacdo com a primeira cepa, mas também a margem de erro nao
apresentou diferenca entre as distintas condi¢des. Pela andlise estatistica, s6
houve diferenga com o tratamento da AmB e C. gattii ATCC 56990.
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Figura 14. Efeito do tratamento antifingico na carga fungica de Galleria

mellonella infectadas com 1x10° ufc/larva de C. gattii.

UFC C. gattii 56990 UFC C. gattii 118
800000.0- 1000007
600000.0- :T " 800007
T 'S 60000+
400000.0- 2
T © 40000+
Pz
200000.04 200004 T T
00 T T T 0' T T
S ®
$ & & & AN S
R N & & N & & & & &
N Vv S S v N v N} N Vv
& @Q7 Sy © NV o 6‘@ o > RS N
A S v
S A
5B 5



56

5. DISCUSSAO

Das doencas fungicas, as causadas por leveduras apresentam-se em
destaque quando se considera a populagdo imunocomprometida ou exposta a
algum tratamento que interfira sobre a integridade funcional dos mecanismos
de defesa destes pacientes (SILVA et al., 2012). Em geral, nestes pacientes,
microrganismos antes em comensalismo passam a se apresentar como
parasitas resultando no desenvolvimento das micoses oportunistas (HUBE,
2004; ROMANI, 2004; HOHL et al., 2006; ROMANI E PUCCETTI, 2006; GOW
et al., 2012). Por esse motivo, a criptococose representa expressiva

porcentagem dos casos.

A dificuldade de tratamento das infeccfes fungicas representa um problema
importante a ser sanado. Os antifingicos disponiveis mostram-se téxicos, de
alto custo e predispostos a permitir a recorréncia de infeccdo (CHEN E
SORRELL, 2007; KANAFANI E PERFECT, 2008; LIPP, 2008). Por serem
eucariotas como os mamiferos, os fungos tornam-se dispendiosos e arriscados
desafios para a industria farmacéutica no estabelecimento de alvos
farmacoldgicos para os medicamentos antimicrobianos (LUNA et al., 2000;
CHEN E SORRELL, 2007; LIPP, 2008). Apesar de seu amplo espectro e
elevada capacidade antifungica, atuando no ergosterol presente nas células
fingicas, o poliénico anfotericina B apresenta intensa toxicidade o que restringe
seu uso além de implicar em cuidados especiais no periodo de sua utilizagao.
Os derivados azélicos apresentam-se como opc¢des nem sempre utilizaveis
para algumas micoses sistémicas e oportunistas. As peculiaridades
farmacocinéticas e o alto custo no tratamento com azolicos em muitos casos
tornam-se fatores limitantes ao pleno uso destes medicamentos (CHEN E
SORRELL, 2007; LIPP, 2008).

Nesse cenario, estudos que envolvem a prospeccdo de novas moléculas
antifangicas surgem como fontes alternativas de novos farmacos, buscando
maior eficiéncia, acessibilidade e menor toxicidade. No presente estudo foi

empregada a substancia 3’- chalcona (derivado sintético das chalconas) para
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avaliar a sua acao antifungica contra as cepas ATCC 56990 e o isolado 118 de
C. gattii.

A molécula apresentou forte atividade anti-Cryptococcus, sendo os valores
da CIM 1,95 pg/mL para a cepa ATCC 56990 de C. gattii e 0,96 pg/mL para o
isolado 118. Mas ndo apresentou atividade frente a cepa controle, Candida,
parecendo assim, que a 3’- chalcona apresenta atividade seletiva por C. gattii.
Tendo em vista os mesmos resultados apresentados na CFM, foi sabida a
atividade fungicida desta molécula.

Em outros estudos como os de Tavares e colaboradores (2011) avaliaram a
atividade antifiingica de um grupo de 21 chalconas quinolinicas contra espécies
do género Candida, C. gattii e Paracoccidioides brasiliensis. Os resultados
mostraram os melhores resultados para P. brasiliensis e ndo apresentaram
atividade significante para Candida. Porém, grande parte dos compostos teve
atividade contra C. gattii, obtendo como melhor CIM 7,80 pg/mL. Num estudo
gue obtém chalconas procedentes de frutas da arvore Kamala, avaliaram seus
efeitos frente a varias espécies dos géneros Cryptococcus, Aspergillus e
Candida. As substancias nédo apresentaram acéo contra Candida, mas sim com
Aspergillus (16 pg/mL) e C. neoformans (4-8 pg/mL) (KULKARNI et al., 2014).
Em outro estudo recente pesquisaram a atividade de 25 compostos derivados
de chalconas e flavondides contra bactérias, fungos como Candida, C.
neoformans, dermatofitos e espécies do género Aspergillus resultando
atividades diferentes segundo a molécula e bactéria/fungo, sendo pra o0s
fungos um CIM entre 12,5 e 6 pg/mL (KANT et al., 2016). Um estudo no que
usaram uma serie de chalconas procedentes da planta Myrica serrata,
avaliaram o mecanismo de acdo das moléculas frente a fungo. Eles expdem
gue afetam as enzimas que catalisam a biossinteses dos polimeros de B (1,3)-
glucano e de quitina da parede celular fungica (KLIS, 1994; CID et al., 1995).
Finalmente, empregaram as trés chalconas mais efetivas para ver a inibicdo in
vitro frente as enzimas B (1,3)-glucano e quitina sintetases de Saccharomyces
cerevisiae, verificando dita atividade frente aos respectivos polimeros, mas
mostrando maior inibicdo frente a quitina sintetase que frente a glucano
sintetase (LOPEZ et al., 2001).
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Além disso, muitos outros estudos partem de extratos brutos de plantas em
busca de mais possiveis tratamentos contra a criptococose. Cardoso e
colaboradores (2016) estudaram a atividade antifingica de Oleos essenciais
(nos quais os maiores componentes sao linalool e geraniol) procedentes da
planta Ocimum basilicum (var. Maria Bonita), considerada uma erva medicinal
usada para combater dores de cabeca, tosse, vermes intestinal, desordens de
rm e como um agente anti-espasmodico, sendo avaliados contra C.
neoformans e cepas de C. albicans sensiveis e resistentes ao fluconazol.
Geraniol apresentou os melhores resultados com CIM de 76 pg/mL contra C.
neoformans e 152 pg/mL contra as duas cepas de C. albicans. No ultimo
estudo, Abu-Darwish e colaboradores (2016) utilizaram os 6leos essenciais da
planta Artemisia judaica (empregada para tratar infec¢des fangicas, diabetes,
aterosclerose, cancer e artrites) para validar seu uso tradicional antifingico
contra espécies de Candida e C. neoformans, dermatoéfitos e Aspergillus. A
maior atividade antifingica observada foi contra C. neoformans com uma CIM
de 0,16 pg/mL e tiveram efeitos similares contra dermatofitos e Aspergillus,
CIMs 0,64 pg/mL. O 6leo essencial foi menos efetivo ante Candida spp.

Com o intuito de saber se a 3’- chalcona é uma candidata boa para o
tratamento da cripcotococose, buscou-se avaliar também a capacidade da
mesma para inibir o biofilme consolidado de ambas cepas em questdo. Para
isso, primeiramente foi necessario caracterizar a formacgdo do biofilme maduro

de ambas as cepas.

A andlise dos resultados do desenvolvimento do biofilme no ensaio de
reducdo do XTT mostrou que houve uma diferenca nas atividades metabdlicas
dos biofilmes formados pela cepa ATCC e o isolado 118. Ambos apresentam
atividades metabdlicas com um pico apds 24 horas, depois houve um pequeno
crescimento até o final da leitura, mas os valores do isolado 118 foram maiores
em comparagdo com a cepa ATCC. De acordo com Kuhn e colaboradores
(2003), o ensaio de reducdo do XTT tem um valor importante na quantificacao
dos biofilmes formados por leveduras, mas ndo € possivel supor que haja uma
relacdo linear entre o numero de organismos viaveis e a sinalizacdo
colorimétrica. Além disso, os autores relatam que diferentes cepas podem

metabolizar o substrato de forma diferente e, muitas vezes, podem reter
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intracelularmente  os sais de formazana, prejudicando a leitura
espectrofotométrica. J& em relacdo aos resultados da quantificacdo da
biomassa e da matriz extracelular, foi observado que h& um crescimento da
producdo de biomassa e material polissacaridico até as 48 horas de incubacéo,
0 que corresponde a etapa do biofilme maduro. Apos as 48 horas, houve um
decréscimo na producdo de ambos, o que pode acontecer devido a fase de
disperséo do biofilme.

Com respeito a avaliacdo dos antifingicos, os resultados neste trabalho
mostram que a AmB é capaz de inibir a formacéo do biofilme em mais de um
80%, o que corrobora com estudos realizados com Cryptococcus spp
(MARTINEZ E CASADEVALL, 2006; BRILHANTE et al.,, 2015), porém o
farmaco fluconazol ndo apresentou atividade significante ante a cepa ATCC e 0
isolado 118 mostrou-se resistente como foi reportado por outros autores
(MARTINEZ E CASADEVALL, 2006; INIGO et al., 2012). Neste estudo, a 3'-
chalcona apresentou uma inibigéo contra a cepa ATCC 56990 de mais de 80%
a uma concentracdo de 62,5 yg/mL e de 31,25 pg/mL frente ao isolado 118, o
gue verifica a propriedade fungicida desta substancia. Alem do ensaio do XTT,
esses danos no biofilme podem ser constatados através das imagens obtidas
pelo MEV.

Outros estudos tém sido executados tentando achar novas formas de
combater o biofilme de Cryptococcus spp. Como o estudo de Martinez e
colaboradores (2010), em que empregam quitosana, um polimero isolado do
exoesqueleto de um crustaceo. A quitosana cria uma reducdo na atividade
metabdlica e viabilidade celular de C. neoformans a uma concentragdo maior
de 0,04 mg/mL. Outros grupos estdo avaliando a modulacdo e efeitos
sinérgicos de compostos quimicos com antimicrobianos tradicionais. Por
exemplo, o EDTA inibe o crescimento do biofilme de C. neoformans, e essa
inibicdo poderia ser reversada pela adicdo de magnésio ou calcio, o que
implica que o efeito inibitério é pela inanicdo do cation bivalente. O EDTA reduz
a liberacdo da glucuronoxilomanana (componente da capsula do fungo) dentro
da matriz exopolimérica, promovendo assim um potencial mecanismo para o
efeito inibitério do componente catidnico. Porém, a adicdo de EDTA ndéo faz

gue o biofilme seja mais suscetivel frente a farmacos como o fluconazol
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(ROBERTSON et al.,, 2012). Estudos como os de De Aguiar Cordeiro e
colaboradores (2013) nos quais combinam antifolatos como sulfamethoxazol—
trimethoprim (SMX/TMP) e sulfadiazine—pyrimethamine (SDZ/PYR) mostram a
inibicdo dos biofilmes maduros de varias espécies de C. neoformans e C. gattii,
mas as concentracdes testadas no estudo sdo superiores as doses
administradas de cada farmaco na terapia. Brilhante e colaboradores (2015)
usaram estatinas, descritas como metabdlitos de microrganismos com a
habilidade de baixar o colesterol e posteriormente foi demonstrado que reduz o
crescimento de fungos como Candida spp., C. neoformans, Mucor spp. e
Rhizopus spp. Eles testaram varias dessas moléculas, obtendo o melhor
resultado para a sinvastatina, a qual conseguia de forma isolada e combinada
com os classicos antifungicos, inibir o crescimento e o biofilme maduro de
Candida spp. e Cryptococcus spp. Cordeiro e colaboradores (2015)
investigaram o efeito inibitério dos farmacos antituberculose isoniazida (INH) e
ethionamida (ETH) isoladas ou combinadas com itraconazol e fluconazol. Eles
demonstraram que INH e ETH isolados somente inibem os biofimes de C.
neoformas e C. gattii em altas concentragées, mas quando combinado com

itraconazol, tem uma significante reducdo da viabilidade e atividade metabdlica.

E de grande importancia o estudo da citotoxicidade das moléculas que se
pretende apresentar como novos farmacos anti-Cryptococcus. Desta forma, em
estudos anteriores no nosso laboratério, foi verificada a toxicidade da 3’-
chalcona através da metodologia do MTT em diversas linhagens celulares
relacionadas com tecidos humanos e atividades metabdlicas relevantes para o
processo infeccioso. Nesses resultados mostraram que a chalcona testada nao
apresentava citotoxicidade nas linhagens celulares ensaiadas (células da
mucosa oral, NOK; células pulmonares normais, MRC-5; células de glioma
humano, V87), somente na linhagem A549 (tumoral) quando sao tratadas. A
citotoxicidade € expressa como a concentragcdo do composto inibidor do
crescimento por 50% (IC50). Nesse estudo o IC50 foi maior ou igual a 31,25
pMg/mL para a maioria de células testadas (GULLO F.P, 2012). Em outro estudo
de Batovska e colaboradores (2010) por meio de ensaios clinicos mostraram
gue as chalconas atingem concentracbfes plasmaticas razoaveis e nao

apresentam toxicidade.
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Ensaios de toxicidade eficientes e de alto rendimento em sistemas
significantemente mais complexos que a cultura celular, que ao mesmo tempo
reduzem o sofrimento potencial de organismos “mais” complexos, como
camundongos e ratos, sdo necessarios. Experimentos in vivo que envolvem o
Danio rerio (e seus embrides) estdo ganhando popularidade. Com esse
objetivo, foi avaliada a possivel toxicidade em embribes de zebrafish. Foi
possivel observar que nas primeiras 6 hpf somente as duas maiores
concentracfes da 3’- chalcona afetam em mais de um 50% aos embrifes. Ja
em 24 hpf, além dessas concentracdes, as de 6 e 5 pyg/mL alcancam o 100%
da mortalidade, parecendo desse modo, que as 24 hpf € o ponto mais
pronunciado. Essa observacao € encontrada no estudo de Tyl e colaboradores
(2000) onde é dito que o ponto de vulnerabilidade das malformacfes
teratogénicas é altamente dependente dos estagios do embrido. E sugerido
gue o estagio de desenvolvimento mais sensivel e critico acontece um dia ap6s
a fertilizagéo (24 hpf), quando ocorre a organogénese. Nesta etapa, ocorre a
rapida diferenciacdo de 6rgdos e a extensiva proliferacdo celular, as quais
criam particulares fatores teratogénicos permitindo malformacdes estruturais.
Os efeitos da 3’- chalcona sobre o desenvolvimento dos embrides de Zebrafish
foram examinados em concentragbes em torno da CIM como agente
antifangico. Assim, o valor obtido na CL50 esta proximo da concentracdo
necessaria para a inibicdo da cepa ATCC de C. gattii (CIM 3,875 pg/mL),
porém acima do valor usado contra o isolado 118 (CIM 0,96 ug/mL). Mas como
foi visto anteriormente, a CIM nao excede os valores da IC50 nos resultados da
citotoxicidade. Os resultados de citotoxicidade néo inviabilizam o uso da
chalcona futuramente na clinica, porém os resultados em zebrafish mostram

gue deveria ser evitado em pacientes gravidas.

Outros estudos também empregaram os testes in vitro (cultura celular) — in
vivo (Zebrafish) para o estudo de toxicidade de diversas moléculas. Em um
estudo recente, foram empregados varios derivados de hidrazonas, as quais
apresentaram potentes propriedades antifingicas dentro dos valores de IC50
de citotoxicidade, mas provocaram algum tipo de malformagcéo em embriGes de
Zebrafish (AJDACIC, 2016). No estudo de Rizzo e colaboradores (2013), foi
testada a toxicidade em cultura celular e embribes de Zebrafish com
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transportadores de farmacos poliméricos, nanoparticulas de ouro e
nanoparticulas de ferro. Esses transportadores e nanoparticulas de ouro
apresentaram boas correlagdes entre os ensaios in vitro VS. in vivo em quanto
a parametros toxicos. Em contraste, as nanoparticulas de ferro ndo foram
toxicas nos ensaios in vitro, mas apresentaram significante toxicidade nos
embribes de Zebrafish in vivo. Assim, o teste in vivo, fornece uma informacéo
importante da teratogenicidade de um organismo, mas também pode
apresentar potenciais discrepancias. Outro estudo mostrou o efeito de
diferentes azolis, como o flusilazol e hexaconazol, os quais provocaram
malformacdes no embrido de Zebrafish. Tal efeito foi comparavel aos
resultados obtidos em testes de embriotoxicidade em mamiferos, no entanto,
as concentracfes efetivas foram diferentes. Estas variacdes poderiam ser
explicadas por diferencas na absorcdo, distribuicdo e eliminacdo entre os
modelos (HERMSEN et al., 2011). Visto que existem varias vias de
desenvolvimento conservadas entre vertebrados inferiores e superiores, o
efeito teratogénico no Zebrafish serve como um indicador necessario para
avaliar mais profundamente os efeitos teratogénicos dos compostos em
vertebrados superiores (DUCHARME et al., 2015).

De acordo com a guia do Centro Europeu de Validacdo de Métodos
Alternativos, estudos de toxicidade de quimicos e (nhano) particulas em
embrides de Zebrafish revelam um nivel bastante aceitavel de previsibilidade
de toxicidade, variando desde “suficiente” (65-75%) até “bom” (75-85%) de
previsibilidade. Esta discrepancia esta relacionada principalmente a néo
padronizacdo das metodologias entre os diferentes instituicdes de investigacao,
bem como a falta de sisteméatica e definicdo de pardmetros para permitir uma
boa comparacao e validacdo de resultados (EIMON E RUBINSTEIN, 2009).

Os ultimos objetivos do presente trabalho foram realizados no modelo
alternativo G. mellonella. Antes de iniciar o tratamento em larvas infectadas, foi
realizado o ensaio de toxicidade das substancias para verificacdo de
sobrevivéncia das larvas ap0s contato, assim, garante-se que as larvas morrem
devido a infeccdo e ndo pela toxicidade das substancias. As dosagens
utilizadas foram: 3’- chalcona 2, 80, 160 mg/kg, e foi comprovado pela auséncia

de morte, que a substancia ndo é toxica para esse modelo.
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Ap6s a verificacdo da toxicidade, as larvas foram infectadas com 10°
UFCllarva de C. gattii ATCC 56990 e o isolado 118, e tratadas com anfotericina
B (2 mg/kg) e 3’-chalcona (2, 80, 160 mg/kg). Se observarmos os grupos das
larvas infectadas e néo tratadas das diferentes cepas, podemos constatar que
a cepa ATCC apresentou-se mais virulenta que o isolado 118, pois na mesma,
no ultimo dia de experimento morreram todas as larvas enquanto que as larvas
infectadas com o isolado 118 tiveram uma sobrevivéncia de 15%. Estudos com
diferentes cepas de C. gattii e 0 modelo alternativo G. mellonella, mostram que
a viruléncia ndo € especificamente associada com um tipo molecular de C.
gatti, mas que depende bastante dos atributos individuais da cepa

(FIRACATIVE, DUAN E MEYER, 2014).

Com respeito ao tratamento, foi visto que nenhuma das doses tratadas com
a 3’- chalcona foram efetivas na infeccdo, pois ndo houve aumento da
sobrevivéncia das larvas tratadas e ndo tratadas. Analisando os resultados
obtidos na carga fungica também é possivel comprovar que o nimero de
unidades formadoras de colbnias nao apresenta diferengas significativas entre
os diversos grupos testados. O uso de modelos animais alternativos € uma
opcdo na busca de novos compostos antifingicos naturais que permitem a
triagem em relacdo a sua toxicidade e atividade. Estudos demonstram a
correlacao entre a viruléncia de fungos em G. mellonella e modelos mamiferos,
sugerindo que o sistema G. mellonella — C. neoformans pode ser usado
também para a avaliacao in vivo de novos agentes antifiingicos e que poderia
substituir o uso de modelos mamiferos. Nesse estudo, cepas de C. neoformans
foram avaliadas com os tratamentos com anfotericina B e flucitosina os quais
prolongaram a sobrevivéncia e diminuiram a carga flngica nos tecidos
(MYLONAKIS et al.,, 2005). De Lacorte Singulani e colaboradores (2016)
avaliaram a eficacia de AmB e itraconazol contra as cepas Paracoccidioides
brasiliensis and P. lutzii, 0 que aumentou a sobrevivéncia das larvas e reducéo
da carga fungica. O pré-tratamento e tratamento com caspofungina para larvas
infectadas com C. albicans apresentou sucesso aumentando a sobrevida das
larvas (KELLY E KAVANAGH, 2011). Em estudos adicionais, o modelo
Galleria-C. albicans foi otimizado e utilizado para avaliar a eficacia de

fluconazol, anfotericina B e flucitosina (LI et al., 2013). Tratamentos
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antifingicos contra outras espécies de Candida foram testados e tiveram
correlacdo com ensaios in vitro e eficacia com modelos de camundongos
(MESA-ARANGO et al., 2013; SCORZONI et al., 2013).

Em relagao ao efeito da 3’ chalcona, parece ndo haver uma correlagao entre
a atividade in vitro e a atividade in vivo neste modelo de estudo. Tal fato
poderia ser justificado pela natureza apolar da molécula que impede uma
distribuicdo adequada no modelo animal para tratad-lo. Como € o caso de outros
compostos propostos como antifingicos em alguns estudos. No estudo de
Favre-Godal e colaboradores (2014), quiseram identificar novos compostos
antifangicos procedentes da planta Rubiaceae. De todos os componentes que
isolaram, somente dois exibiram notaveis atividades ante as células
planctonicas e biofimes de cepas de C. albicans. Esses compostos,
antraquinonas 9 e 14, foram selecionados para uma investigacdo mais
profunda na G. mellonella. Enquanto que o fluconazol, causava um dramatico
incremento na sobrevivéncia das larvas comparadas com o controle, as
antraquinonas 9 e 14 mostraram limitados ou n&o significantes efeitos na
sobrevivéncia. Concluiu-se que as propriedades quimicas hidrofébicas das
moléculas podem ter um Iimpacto sobre a solubilidade e reduzida
biodisponibilidade, propondo alteracbes quimicas para melhorar a
biodisponibilidade. No estudo de Mircus e colaboradores (2015), estudaram
umas moléculas chamadas CANBEFs, sendo a nimero 24 a que mostrava
maior inibicdo ante espécies dos géneros Aspergillus, Candida, Fusarium, e
Rhizopus. CANBEFs ndo foram toxicas em insetos (G. mellonella, D.
melanogaster) e modelos de rato de infec¢cdo fungica. Posteriormente, G.
mellonella e D. melanogaster foram infectadas com A. fumigatus e os
camundongos com C. albicans. O composto CANBEF-24 nédo reduziu a
mortalidade de nenhum dos modelos animais, pelo que mais ciclos de
otimizag&o para aumentar a biodisponibilidade dos CANBEFs foram garantidos.
No entanto, eles sugeriram que os CANBEFs poderiam ser uteis no tratamento
de infecc¢des fungicas da pele ou como fungicidas de plantas, onde a questédo

da biodisponibilidade néo se aplica.
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6. CONCLUSAO

1.

4.

A 3’-chalcona apresentou atividade antifingica potente in vitro contra C.

gattii, no seu formato plancténico e biofilme.

O uso do modelo Zebrafish demonstrou eficiéncia para ensaios de
toxicidade frente a 3’- chalcona, entretanto a substancia demonstrou

toxicidade nos embrides.

No modelo G. mellonella, a 3- chalcona ndo foi toxica, entretanto
também ndo foi capaz de inibir o fungo de forma que as larvas
apresentaram o mesmo perfil da curva de sobrevivéncia do que o grupo

infectado e sem tratamento.

A 3’- chalcona tem excelente efeito in vitro, porém ndo apresenta
atividade antifingica in vivo o que pode ser devido a pouca distribuicdo
do composto no animal. Assim, modificacdes na formulacdo ou na
molécula podem contribuir para uma melhor distribuicdo e eficacia

antifangica in vivo.
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Abstract

Purpose: Cryptococcosis is a mycosis caused by Cryptococcus neoformans and C.
gattii. One of the main virulence factors of Cryptococcus genera is the biofilm
formation and its resistance to antifungal treatment brings the need of new therapies.
This work aims to evaluate the activity of a new chalcone against C. gattii in planktonic
and biofilm forms, as well as to verify the efficacy and toxicity in alternative models.
Methods: The minimum inhibitory and fungicidal concentrations were determined
according to CLSI method. Biofilm formation and the susceptibility tests were
performed by the XTT reduction assay. The damage on the topographies after treatment
was observed by Scanning electron microscopy and the toxicity and efficacy of the
compound were checked in Zebrafish and Galleria mellonella models.

Results: The compound showed active and fungicide against C. gattii, with MIC values
ranging from 0.96 to 3.95 pg/mL. It was also active against the biofilms in the
concentrations ranging from 31.25 to 62.5 pg/mL. The results of toxicity in zebrafish
embryos revealed a lethal concentration 50% (LC50) in the concentrations 3.42 + 0.6
pg/mL. In G. mellonella, 3’-chalcone produced no toxicity, however, did not show
efficacy.

Conclusions: In in vitro tests, the compound showed to be potent against C. gattii in
their planktonic and biofilm format. In in vivo tests with zebrafish embryos, the
compound was teratogenic, however, this model demonstrated efficacy for toxicity
testing. Furthermore, the compound showed no toxicity in G. mellonella, although not

proven to be suitable for efficacy trials in this model.
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Introduction

Cryptococcosis is an emerging disease caused by species Cryptococcus
neoformans and C. gattii. C. neoformans is associated mainly with immunosuppressed
patients who has infected with human immunodeficiency virus (HIV) or other
immunosuppressed such as cancer and transplant population [1]. Besides this, C. gattii
affects immunocompetent individuals [2]. The yeast can develop severe pneumonia and
respiratory failure, and may affect the central nervous system, causing serious frame of
meningitis and meningoencephalitis, which feature the most important and serious stage
of infection [3]. C. gattii has the ability to stop the migration of neutrophils in
laboratory conditions and in infections in animals [4]. The fungi produce metabolites,
especially dihydroxyacetone and acetoin that can cause lower pro-inflammatory
responses when compared to the metabolites produced by C. neoformans, promoting the
survival and multiplication of fungi in the infected host [5, 6]. This fact could explain
why healthy people are more susceptible to this infection. In addition, Cryptococcus
spp. have the ability to form biofilms, what is considered as virulence factor [7].

The treatment of cryptococcal meningitis is initiated with the administration
intravenously of Amphotericin B (AmB) which binds the ergosterol of fungal
membrane, leading to cell lysis. Flucytosine can be used together with AmB during the
induction therapy with intravenous or oral dose. Unfortunately, AmB and flucytosine
are not generally available in regions where resources are limited and where the burden
of disease is highest [8]. In the case of absence of flucytosine, fluconazole (FLZ) is the
alternative agent to be used in combination with AmB. FLZ has inhibitory action on
lanosterol 14a-demethylase, which is responsible for the conversion of lanosterol to
ergosterol, interrupting the ergosterol biosynthesis [9]. These medications have

resistance problems, a narrow spectrum of activity and toxicity. In this context, the
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bioprospecting of natural molecules has become necessary in the search for new
antifungal prototypes [10].

Chalcones (trans-1, 3-diaryl-2-propen-1-ones) are precursors of the open chain
flavonoids and isoflavones, which are abundant in plants. Chalcones and their
derivatives have increasingly attracted attention due to numerous pharmacological
applications. Pharmacological activities as anti-cancer [11], anti-oxidant [12], anti-
leshmaniasis [13], anti-inflammatory [14] and antifungal activities [15]. It was
described that the mechanism of action of chalcones in fungal enzymes acts on B (1,3)-
glucan or chitin synthase, enzymes that catalyzes the synthesis of the major polymers of
the fungal cell wall, B (1,3)-glucan and chitin respectively [16].

Therefore, this study aimed, to verify the activity of the 3’- chalcone against two
species of C. gattii in planktonic and biofilm form as well as to check its in vivo toxicity

and efficacy in alternative models.

Materials and Methods
Microorganisms

In this work were used one environmental isolate of C. gattii (C. gattii 118;
isolated from a psittacine bird; AFLP6/VGII) previously tested with reduced
susceptibility to FLZ [17] and the strain C. gattii ATCC 56990 (AFLP4/VGI; from The
American Type Culture Collection). All species were obtained from the collection of
the Laboratory of Clinical Mycology, of the Department of Clinical Analysis of the

School of Pharmaceutical Sciences, UNESP, Araraquara.
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In vitro assays
Compound and antifungal drugs acquisition

The compound 3’-chalcone (Fig.1) was synthesized and obtained in
collaboration with Dr.Luis Regasini’s group from Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Sao Jose do Rio Preto, SP, Brazil. AmB and FLZ were obtained from the
manufacturer (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), and prepared according to what

was described in the document M-27A3, proposed by CLSI (2008).

Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

Susceptibility tests of C. gattii (ATCC and isolated 118) against the compound
3’-chalcone, AmB and FLZ were performed according to the document M-27-A3, with
minor modifications [18]. Inocula were prepared in RPMI-1640 medium (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) with L-glutamine, without sodium bicarbonate,
supplemented with 2% glucose, and buffered to a pH of 7.0 using 0.165M MOPS,
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), in order to achieve a final concentration in
microdilution plates of 2.5 x 10° CFU/mL. As a quality control, Candida parapsilosis
ATCC 22019 tested in the same concentration. Work solutions of FLZ, prepared in
RPMI, were tested in concentrations ranged from 64 to 0.0625 pg/mL. The work
solutions of AmB were tested in the concentrations ranged from 16 to 0.03 pg/mL. For
the 3'-chalcone, stock solution were prepared in dimethylsulfoxide (DMSO) and work
solutions in RPMI medium. The range of concentration tested was from 250 to 0.48
pg/mL [19]. The plates were incubated at 37°C under agitation of 150 rpm for up to 48
hours. The readings were performed visually and confirmed using Alamar Blue (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA).
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Minimum Fungicide Concentration (MFC)

A qualitative analysis of fungal viability was performed, by transferring a
portion of the wells to a plate with Sabouraud agar (Difco Laboratories, Detroit, MI,
USA) and incubated at 37°C during 48h. The MFC was determined as the lowest
concentration of the compound that did not allow the growth of any fungal colony on

the solid medium after the incubation period. A visual reading was performed [20].

Biofilm formation

The biofilm formation was performed according to what was described by
Martinez and Casadevall (2006) [21] for the C. neoformans, with modifications. The
ATCC strain and the environment isolate of C. gattii were cultivated in Sabouraud
dextrose broth (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) at 37°C, during 24 hours with
shaking at 150 rpm. The cells were collected by centrifugation, washed twice with
phosphate-buffered saline (PBS), counted at haemocytometer, in order to obtain a final
concencetration of 1 X 10° cells/mL in PBS. A hundred microliters of the suspension
were added into each well of 96-well plates (TPP Trasadingen, Switzerland), and the
plates were incubated at 37°C without shaking for 5 h for the pre-adhesion stage. After
this period, the wells were washed three times with PBS to remove non-adhered cells
and 200 pL of RPMI were added. The plates were incubated until 72h in order to verify

the ideal maturation time. All assays were carried out in triplicate.

Biofilm metabolic activity
The metabolic activity of the biofilms in RPMI medium were checked by the
XTT reduction assay (2, 3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl) -5 - [carbonyl

(phenylamino)] -2H-tetrazolium hydroxide). After maturation, 50mL of XTT solution
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(1 mg salt / mL in PBS) and 4uL of menadione solution (1 mM in acetone; Sigma) were
added to each well. The plates were incubated at 37°C for 3 hours. In this assay, the
mitochondrial dehydrogenase enzyme activity reduces the tetrazolium salt to formazan
salt, thus changing the color of medium. Finally performing spectrophotometric reading
was performed at the wavelength of 492 nm. The RPMI 1640 medium free of biofilm

formation were included as negative control [21].

Susceptiblities of C. gattii biofilms to 3"- chalcone and antifungal drugs

For the susceptibility tests, C. gattii biofilms were formed in 96-well plates. The
biofilms were washed and 200uL of the work solutions of 3’- chalcone, AmB and
fluconazole in RPMI medium were tested in the following concentrations: 250 — 0.48
pg/mL; 256 — 0.5 pg/mL; 512 — 1 pg/mL, respectively. The plates were incubated at
37°C under shaking of 100 rpm for more 48h. After this period, the supernatant was
removed, the cells were washed with PBS and the metabolic activities of the treated
biofilms were measured by the XTT reduction assay as described by Martinez &

Casadevall (2006)[21].

Scanning Electron Mycroscopy (SEM)

For SEM, biofilms were formed in 24 well plates and were processed as
described by Martinez et al (2010) [22] with some modifications. The plates were
washed three times with PBS to remove the planktonic cells and fixed with 1 mL of
2,5% glutaraldehyde solution (Sigma-Aldrich), for 3 hours. Then, the samples were then
dehydrated with increasing concentrations of ethanol from 50% to absolute ethanol at
room temperature. Finally, drying was performed at room temperature. Before

microscopic analysis, the samples were mounted on aluminum cylinders with silver
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(stubs) and placed on a high vacuum evaporator (Denton Vacuum Desk V JEOL USA)
to gold plating. The topographical characteristics of biofilms were analyzed by scanning

electron microscope (JEOL JSM-6610LV) [22, 23].

In vivo assays
Embryotoxicity of 3’-chalcone in Zebrafish

Zebrafish were raised according to standard breeding protocols (28+0.5°C with
14:10 day/night photoperiod) in a recirculation system. Zebrafish were fed once daily
with live Artemia and a dry flake diet. The development status of Zebrafish embryos
and larvae were observed with a loupe Zeizz (Discovery. V12). Zebrafish embryos used
for chemical exposure were obtained from spawning adults in tanks overnight with the
sex ratio of 1:1. Embryos were collected within 1 h after the light switched on in
embryonic medium (NaCl; KCI; CaCl,x2H,0; MgSO4x7H,0; H,0 and blue methylene
0,03%). The fertilized and normal embryos were inspected and staged for the following
experiment under the same loupe. The Zebrafish embryos were exposed to different
concentrations (1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 16 ug/mL) of 3’- chalcone, (0.0625; 0.125; 0.25;
0.375; 0.5; 0.625; 0.75; 1 pL/mL) of DMSO and embryonic medium as control for a

period of 48 h [24] and Busquet et al. 2014 with some modifications [25].

Infection, toxicity and efficacy in G. mellonella model

Groups of 16 larvae weighing between 0.1 and 0.2 g were placed in plastic
boxes and incubated at 37°C in the night before the experiments. Fungal suspensions of
C. gattii (ATCC 56990 and isolated 118) were prepared in PBS with 20 mg/L ampicillin
in order to obtain a final concentration of 1x10° cells. The last left pro-paw of the larvae

was cleaned with 70% ethanol and 10 pL of fungal suspensions were injected with a
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Hamilton syringe. Larvae infected with fungi were treated with 10 pL in the last right
pro-paw with different doses of 3'-chalcone in concentrations of 160, 40 and 2 mg/Kg.
As a control was used 2mg/kg of AmB (Sigma-Aldrich). Also, uninfected larvae were
treated with the compound to test the toxicity. All groups were incubated at 37°C for 7
days. The death of the larvae was assessed daily by visual inspection of the lack of

movement. At least three independent experiments were performed [26].

Fungal burden

Four larvae of each group infected with the fungi were collected in 48 hours.
After collection, larvae were washed with 70% ethanol and cut into small pieces with a
scalpel. Tissues were macerated in 1 mL of PBS and plated on Sabouraud agar
containing ampicilin. Each sample was diluted in 100X PBS and then, the plates were
incubated for 2 days at room temperature. After this period, the colony forming units

(CFUs) were counted [26].

Statistical Analysis

All data analysis were performed with GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). The biofilm analysis were performed with t test or one
way ANOVA tests following by Bonferroni correction. Survival curves were analysed
using the log-rank (Mantel- Cox) test. Fungal burden was analysed using analysis of
variance (ANOVA) with the Bonferroni post-test. A P-value of <0.05 was considered

statistically significant.
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Results
Evaluation of antifungal activity

The results of the antifungal activity of 3’-chalcone are shown in Table 1. The
compound 3'-chalcone showed the best results for both ATCC strain (MIC= 1.9 pg/mL)
and environmental isolate (MIC = 0,96 pg/mL) of C. gattii when compared to
fluconazole (8 and >64 pg/mL, respectively). The environmental isolate showed
resistant to fluconazole. AmB had a potent activity in C. gattii, with MICs ranging from
0.125 to 0.06 pg/mL. Regarding to test quality control, MIC values of FLZ and AmB in
C. parapsilosis were as expected, and the results corroborated to what was preconized
in the document M27-A3. Regarding the minimal fungicidal concentration, it was

observed that 3’-chalcone had a fungicidal effect in both strains tested.

Susceptiblities of C. gattii biofilms to 3"- chalcone and antifungal drugs

As fluconazole is fungistatic with C. gattii, for this drug was considered activity,
the reduction of 50% of the metabolic activities when compared to untreated controls.
For AmB and 3’-chalcone, for being fungicidal, was considered activity the reduction of
at least 80% of the metabolic activities when compared to the controls. The metabolic
activities of the environmental isolate biofilms treated with FLZ had no reduction when
compared to untreated controls (Fig. 2B). For the mature biofilms of C. gattii ATCC
56990, only the concentration of 512 pg/mL was able to reduce more than 50% the
metabolic activity when compared to untreated control (Fig. 2A). For AmB, all
concentrations tested were able to damage the biofilms formed by ATCC strain (Fig.
2C) and the isolated 118 (Fig. 2D). The concentrations of 3'-chalcone >62.5 ug/mL,

were able to reduce in 90% the metabolic activities of the C. gattii ATCC 56990
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biofilms (Fig. 2E). For the 118 isolate, the concentrations >31.25 pg/mL reduced the

metabolic activities of the biofilms in at least 80% (Fig. 2F).

SEM

SEM was used to verify the damage of the treatment in the topography of the
mature biofilms. Figures 3A and 3D represent the untreated mature biofilms of C.gattii
ATCC 56990 and C. gattii 118. It is possible to observe a condensed group of cells in
three-dimensional conformation bound by one extracellular matrix that they produce.
Figures 3B and 3E represent the biofilms of the ATCC strain and the environment
isolate treated with AmB, respectively. It was observed severe damage in all the
extension of the biofilms. Even with the treatment it was still possible to observe a great
amout of extracellular matrix covering the damaged biofilms. Figures 3C and 3F show
the same biofilms treated with 3’-chalcone. Besides cell damage, it was observed a
small amount of extracellular matrix (ECM), indicating that the compound may also

have acted in the destruction in the polysaccharide material.

Toxicity of 3'-chalcone in Zebrafish embryos

The evaluation of effects of 3’- chalcone on the development of Zebrafish
embryos was performed on days 6, 24 and 48 hpf (hours post fertilization), which was
observed in different phases of embryonic development. Control of the compound
solvent, DMSO showed to be nontoxic in all concentrations tested. Different
concentrations of 3'-chalcone were tested in the range from 16 to 1 pg/mL. The toxic
effect on embryonic development increases proportionally to the increase in
concentration of the compound (Fig. 4). In addition, the results revealed a LC50 (lethal

concentration 50%) 3.42 £ 0.46 pg/mL in 48 hpf. In Figure 5 (A-D) are shown at
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different stages embryos with normal development (control), gastrula period, targeting,
and faringula formed larvae. In Figure 5E, it is possible to observe an embryo with an
effect called coagulation as a result of not training due to contact with the 3'-chalcone in
a concentration 16 pg/mL. In the other figures can be seen later developments and/or
defects in comparison to their controls, as in Fig. 5F in the embryo would have to be in
faringula phase, but did not pass the segmentation phase (3'-chalcone 2 pg/mL). Figure
5G with no pigmentation on the skin and eyes (3'-chalcone pg/mL) and Fig. 5H which

still remain within the chorion and a large yolk sac (3'-chalcone 2 pg/mL).

Toxicity and efficacy in G. mellonella model

Larvae infected with 1x10° cells/larvae of C. gattii ATCC and the isolated 118.
After that, they were treated with AmB at a dose of 2 mg/kg and 3'-chalcone at the
doses of 160, 80 and 2 mg/kg. The same doses were used to evaluate toxicity in larvae.
The results showed that none of the compound concentrations tested were toxic, since
there was a 100% of survival (data not shown). In Fig. 6, it was observed that C. gattii
ATCC 59660 was more virulent than the isolated 118 for the larvae, since most of the
larvae infected with the ATCC strain died after 7 days of observation. The AmB
treatment significantly increased the survival of larvae (p <0.05) for the ATCC strain,
but not for the isolated 118. The treatment with 3'-chalcone showed no efficacy in the
treatment against C. gattii ATCC 59660 and the isolate 118 infection in G. mellonella

model in any of the tested doses.

Fungal burden
The fungal burden was determined by plating the larvae infected with C. gattii (ATCC

and isolated 118) non treated and treated with AmB (2 mg/kg) and 3'-chalcone (160, 80
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and 2 mg/kg) (Fig. 7). The treatment with the 3'-chalcone had no statistical significance
when compared to the untreated group. There was just statistical significance between

the groups treated with AmB and the untreated control of C. gattii ATCC 56990.

Discussion

For being eukaryotes like mammals, there is a challenge for the pharmaceutical
industry to establish pharmacological targets for antimicrobial drugs, besides their high
cost and risk [27-29]. In this scenario, studies involving the exploration of new
antifungal molecules emerge as alternative sources of new drugs, because of their
greater efficiency, accessibility and lower toxicity. In this study we used the compound
3'- chalcone to evaluate its antifungal activity against the ATCC 56990 strain and the
environmental isolate C. gattii 118.

Our resuls showed that the compound had a strong activity anti-Cryptococcus
with fungicide effect, like amphotericin B. Other studies evaluated the antifungal
activity of a group of 21 chalcones against Candida spp, C. gattii and P. brasiliensis.
The results showed the best results for P. brasiliensis and no significant activity for
Candida [30]. Other study tested chalcones isolated from the fruits of Kamala tree
against several species of Cryptococcus, Aspergillus and Candida. The compounds
didn't show activity against Candida but had a good activity against Aspergillus (16
pg/mL) and C. neoformans (4-8 pg/mL) [31].

The anti-biofilm activity of 3'-chalcone and the antifungal drugs fluconazole and
amphotericin B was also verified. The results showed that C. gattii biofilms were
resistant to fluconazole, however, AmB and 3’-chalcone were able to to reduce in more

than 80% the metabolic activity of the treated biofilms in all concentrations tested of
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AmB and in concentrations higher or equal of 31,25 for the compound. A study
conducted by Martinez & Casadevall (2006), confirmed the resistance of C. neoformans
biofilms to azoles and the high susceptibility to amphotericin B [21, 32]. But
fluconazole had no significant activity at the ATCC strain and isolated 118 was resistant
as reported by other authors [21, 33]. Other studies have been performed trying to find
new ways to combat biofilms of Cryptococcus spp, such as Chitosan [22], EDTA [34],
antifolate drugs [35] and antituberculosis drugs, isoniazid and ethionamide alone and
combined with itraconazole and fluconazole [32].

In vivo experiments involving zebrafish (and their embryos) are gaining
popularity. In this context, the possible toxicity of the compound was evaluated in
zebrafish embryos. It was observed that the first 6 hpf only the two highest
concentrations of 3'-chalcone affect more than 50% of the embryos. In 24 hpf, besides
these concentrations, the concentrations of 6 and 5 pg/mL caused 100% of mortality.
So, it was concluded that 24 hpf is the most pronounced point, more susceptible to
damage. This observation was also described in the study conducted by Tyl (2000) [36]
who concluded that the point of vulnerability of teratogenic malformations is dependent
on the embryo stage. It iwas suggested that the most critical stage of development in 24
hpf, when organogenesis occurs. In this step, there is the rapid differentiation of organs
and extensive cell proliferation, which create particular teratogenic factors enabling
structural defects [37]. The effects of 3'-chalcone on the development of zebrafish
embryos were examined at concentrations around the MIC. For the ATCC strain, the
value of LC50 obtained is close to the concentration required for inhibition of the C.
gattii ATCC strain (MIC = 3.875 pg/mL), but it is higher than the ideal concentration

ideal used to isolate 118 (MIC 0.96 pg/mL). Cytotoxicity results do not preclude the use
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of chalcone future in the clinic, but the results in zebrafish show that should be avoided
in pregnant patients.

Regarding to the alternative model G. mellonella, before starting the treatment of
infected larvae, the toxicity assay of the compound was performed in order to check the
larvae survival. The dosages of the compound used were 2, 80 and 160 mg/kg, and it
was confirmed by the absence of death, the 3’-chalcone was not toxic to the model.
After checking the toxicity, the larvae were infected with 10° CFU/larvae of C. gattii
ATCC 56990 and C. gattii 118, following by the treatement with amphotericin B (2
mg/kg) and 3'-chalcone (2, 80, 160 mg/kg). It was conclude that the ATCC strain was
more virulent than C. gattii 118. These result contradicts what has been seen inthe tests
with biofilms, which showed that the environmental strain was more virulent than the
ATCC strain. Studies of different strains of C. gattii in G. mellonella have shown that
virulence is not specifically associated with a type of molecular C. gattii, but relies
heavily on individual attributes of the strain [38]. Regarding the effect of 3'- chalcone,
there is no correlation between the in vitro and in vivo activity in this study. This fact
could be explained by the non-polar nature of the molecule that difficult its distribution
in the animal model. The same occurred with other compounds proposed as antifungal

agents in other studies [39, 40].

Conclusions

In in vitro tests, the compound 3'-chalcone showed to be potent against C. gattii in their
planktonic and biofilm format. In in vivo tests with zebrafish embryos, the compound
showed to be teratogenic, however, the zebrafish model demonstrated efficacy for
toxicity testing. Furthermore, the compound showed no toxicity in G. mellonella,

although not proven to be suitable for efficacy trials in this model.
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FIGURE 1. Molecular structure of 3'-chalcone
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FIGURE 2. Susceptibilities of C. gattii biofilms to fluconazole, Amphotericin B and

3’- chalcone.
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FIGURE 3. Scanning Electron Microscopy of C. gattii mature biofilms non treated and

treated with AmB and 3’-chalcone.
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FIGURE 4. Survival curve zebrafish embryos in contact with different concentrations

of 3'-chalcone 6, 24 and 48 hpf (hours post fertilization).
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FIGURE 5. Toxicity of 3’-chalcone in Zebrafish embryos.
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FIGURE 6. Survival curve of Galleria mellonella larvae infected with strain C. gattii

56990 (A) and C. gattii 118 () and treated with 3'-chalcone (160, 80 and 2 mg / kg).
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FIGURE 7. Effect of antifungal treatment in fungal load Galleria mellonella infected

with 1x10° cfu / larvae of C. gattii.
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Table 1. Susceptibilities of C. gattii to 3’- chalcone, fluconazole and amphotericin B.

3- CHALCONe FLZ AMB
MIC MFC MIC MFC MIC MFC
C. gattii
ATCC 56990 1930 3875 ° 10 e
¢ gai 0,960 0,960 >64 >64 0,0625  0,0625
C. parapsilosis ATCC 125 125 8 8 1 05

22019

MIC: mininum inhibitory concentration; MFC: minimum fungicidal concentration; FLZ:

fluconazole; AMB: amphotericin B.



