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Cryptoccocus neoformans € uma levedura responsavel pelo desenvolvimento da
meningite criptococica. O tratamento padrdo para a meningite criptococica € a utilizacdo de
anfotericina B, seguida de uma terapia de manutencdo longa com fluconazol. Com o problema
emergente da resisténcia a esses antifungicos, o reposicionamento de farmacos ja utilizados na
clinica, que podem exercer também atividade fungicida, s&o uma alternativa promissora para o
controle das infec¢bes flngicas emergentes. Fungos patogénicos utilizam sistemas de
sinalizac&o para adaptacdo ao hospedeiro. A via de sinalizacdo mediada por calcineurina em C.
neoformans controla o desenvolvimento a 37°C, mating, frutificagdo monocariotica, resposta a
estresse, e viruléncia. A presenca de calcio € fundamental para a ativacdo desta via de
sinalizacdo. Mutantes nulos para dois transportadores vacuolares de calcio (Vcx1 e Pmcl)
demonstraram ter viruléncia atenuada. Neste contexto, a avaliacdo e utilizacdo de farmacos com
mecanismo de acdo baseado no bloqueio de canais de célcio pode representar uma alternativa
terapéutica para o tratamento da criptococose. As celulas das linhagens H99 (selvagem),
mutante nulo pmcl, mutante nulo vex1, mutante nulo pmclvexl e linhagem complementada
pmcl:PMC1 foram cultivadas em agar YPD, col6nias foram inoculadas em YPD liquido e
incubadas a 37°C por 18 horas a 150 rotagdes por minuto (rpm) para ensaios in vitro. Os
farmacos utilizados foram selecionados baseados no seu mecanismo de acdo de bloqueio de
canais de calcio. A avaliacdo da sensibilidade das linhagens selvagem e mutantes de C.
neoformans aos farmacos de interesse foram realizadas em meio RPMI nas concentracfes de
10uM, 20uM, 30uM e 40uM para H99 e na concentracdo de 20uM para os mutantes. As células
foram adicionadas em uma quantidade de 2,5x10° e incubadas por 48 horas a 37°C. Ap0s esse
periodo, as absorbancias foram determinadas a 600nm. A determinacdo da concentracdo
inibitéria minima (MIC) foi realizada com os mesmos pardmetros da avaliacdo da sensibilidade.
Seis farmacos foram selecionados baseado em seu mecanismo de acdo e nas interaches
medicamentosas que apresentavam com fluconazol, sendo eles amiodarone, nifedipine, sotalol,
amlodipine, verapamil e diltiazem. Estes seis farmacos pré-selecionados foram utilizados para
realizar o teste da sensibilidade. Para a linhagem selvagem, apenas amiodarone e nifedipine
demonstraram uma reducdo de crescimento significativa em relacdo ao controle. Para as
linhagens mutantes, o farmaco amiodarone demonstrou uma inibicdo acentuada do crescimento
da levedura na linhagem pmcl e na linhagem duplo mutante pmclvcxl. J& para o farmaco
nifedipine, ndo foi possivel observar uma diferenca significativa no crescimento das leveduras
em relacdo ao controle sem farmaco. Para a linhagem selvagem H99, a concentracéo inibitoria
minima de amiodarone foi de 20uM. Ja para a linhagem mutante pmcl, a concentracao
inibitéria minima foi de 15uM. As perspectivas sdo determinar a concentracdo de célcio
intracelular em células de C. neoformans expostas aos farmacos de interesse, assim como
avaliar a utilizag@o dos farmacos selecionados como alternativa terapéutica para a criptococose.



