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RESUMO

Cryptococcus neoformans é uma das leveduras responsaveis pelo desenvolvimento da
meningite criptococica, importante infeccdo oportunistica em imunocomprometidos, a qual
corresponde a terceira complicacdo neuroldgica mais comum em portadores do virus HIV. O
tratamento padréo com anfotericina B e fluconazol é efetivo em 50% a 80% dos casos, sendo a
sua toxicidade e o desenvolvimento de resisténcia problemas recorrentes. Assim, destaca-se a
necessidade pela busca de novos alvos e farmacos para o tratamento da meningite criptococica.
A reposicdo de farmacos ja utilizados na clinica, que demonstram atividade antifungica, como
a amiodarona e outros blogueadores de canais de calcio, mostram-se promissores.
Considerando a importancia do armazenamento intracelular de célcio mediado por
transportadores deste metal na viruléncia de C. neoformans, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar a utilizacdo de farmacos com mecanismo de ac¢do baseado no bloqueio de canais de
calcio como alternativa terapéutica para a criptococose. Os valores da concentracdo inibitoria
minima (MIC) foram determinados pelo método de microdiluicdo utilizando linhagens
mutantes nulas para os transportadores de calcio Pmcl e Vcx1. As linhagens selvagem H99 e
complementada pmcl::PMC1 apresentaram MIC para amiodarona de 12,5 pg/mL, enguanto
que os mutantes nulos pmcl, vex1 e pmclvexl apresentaram uma maior sensibilidade, tendo
MICs de 6,25 pg/mL. O sinergismo entre a amiodarona e o fluconazol foi avaliado pelo método
checkerboard, no qual todas as linhagens obtiveram um indice FIC que indica sinergismo entre
os farmacos. Os farmacos verapamil e diltiazem ndo demonstraram efeito antifungico, nao
sendo possivel encontrar efeito sinérgico com o fluconazol. Dois importantes fatores de
viruléncia de C. neoformans, a formacéo da cépsula polissacaridica e a producdo de melanina
foram avaliados em meio minimo e meio com asparagina suplementado com L-DOPA,
respectivamente. Esses fatores ndo foram afetados pela adicdo de amiodarona ao meio, apenas
houve um pequeno aumento na formacdo da céapsula polissacaridica na linhagem
complementada pmcl::PMC1. Os niveis de calcio intracelular, determinados pelo marcador
Fura-2 AM, nédo foram afetados pela adigdo de amiodarona. A expresséo relativa de importantes
genes na via mediada por Ca?*-calcineurina foram avaliados por RT-gPCR. CRZ1 e ECA1
apresentaram expressdo diminuida na presenga de amiodarona na linhagem mutante pmcl.
Esses dados reforcam a possibilidade de farmacos bloqueadores de canais de célcio serem
utilizados na clinica combinados com fluconazol, estimulando novas possibilidades de

tratamento para a meningite criptococica.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans, amiodarona, calcio, fluconazol, MIC, sinergismo



ABSTRACT

Cryptococcus neoformans is one of the yeasts responsible for cryptococcocal
meningoencephalitis, an important opportunistic infection in immunocompromised individuals
that corresponds to the third most common neurological complication in AIDS patients. The
recommended treatment with amphotericin B and fluconazole is 50% to 80% effective, with
toxicity and resistance as recurrent problems. This indicates the importance of searching for
new targets and drugs for the treatment of meningoencephalitis. Re-purposing drugs already
used in the clinic that demonstrate antifungal activity have proved promising, such as
amiodarone and other calcium channel blockers. Considering the importance of calcium storage
mediated by calcium transportes on the cryptococcal virulence, the aim of this study was to
evaluate the use of calcium channel blockers drugs as an alternative therapy for cryptococcosis.
The values of minimum inhibitory concentration (MIC) were determined by broth
microdilution test using null mutant strains for calcium transporters Pmc1 and Vcx1. The wild-
type H99 and complemented pmcl::PMCL1 strains presented MIC for amiodarone of 12,5
pg/mL, while the mutant strains pmcl, vex1 and pmclvexl showed more sensitivity, with a
MIC of 6,25 pg/mL. The synergy between amiodarone and fluconazole was evaluated by the
checkerboard method in which all the strains had a FIC index that indicates synergy between
the drugs. The drugs verapamil e diltiazem did not showed antifungal activity nor demonstrated
synergy with fluconazole. Two important C. neoformans virulence factors, capsule formation
and melanin production, were evaluated in minimal medium and asparagine medium
supplemented with L-DOPA, respectively. These factors were not affected by addition of
amiodarone in the medium, showing only a slight increase in capsule formation in
complemented strain pmc1::PMCL. The levels of intracellular calcium were determined by the
dye Fura-2 AM. No significant differences were found after amiodarone addition. The relative
expression of important genes in the calcium-calcineurin signaling pathway were evaluated by
RT-gPCR. CRZ1 and ECAL showed decreased expression in the mutant strain pmc1 caused by
amiodarone presence. These data support the possibility of calcium channel blockers being used

in combination with fluconazol, stimulating new possibilities for treating meningoencephalitis.

Keywords: Cryptococcus neoformans, amiodarone, calcium, fluconazole, MIC, synergy
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1 INTRODUCAO COMPREENSIVA

Cryptococcus neoformans é uma levedura encapsulada pertencente ao filo
Basidiomycota, cuja infeccdo oportunistica de um hospedeiro humano € responsavel pelo
desenvolvimento da meningite criptococica. A rota de infecgdo humana se da por meio da
inalacdo de células dessecadas ou esporos provenientes do meio ambiente, principalmente de
fezes de pombos. Uma vez nos espacgos alveolares, as células de Cryptococcus podem
sobreviver extracelularmente e/ou transportarem-se para dentro do tecido pulmonar quer pela
internalizacdo por células epiteliais ou por macrofagos alveolares. Nesta fase, dependendo da
resposta imune do hospedeiro, ocorre a colonizacdo do pulmdo, na qual Cryptococcus é
removido ou promove uma infeccdo latente  assintomatica. Em  individuos
imunocomprometidos, no entanto, a colonizacdo poderd causar infeccdo sintomatica,
caracterizada por nodulos e inflamacdo pulmonar, com subsequente dissemina¢do para outros
tecidos e 6rgdos. (Sabiiti e May, 2012; Srikanta, Santiago-Tirado e Doering, 2014; Tseng et al.,
2015)

Para a meningite criptocécica se estabelecer, no entanto, é necesséario que o fungo
atravesse a barreira hematoencefalica, cuja funcdo é assegurar que o cérebro esteja altamente
protegido, prevenindo a passagem da maior parte das moléculas. Essa transmigracdo pode se
dar por meio do mecanismo chamado Cavalo de Troia, no qual as células de Crytococcus
parasitam mondcitos e/ou macrofagos, sendo transportados através da barreira. O fungo pode
também ligar-se e ser endocitado por células endoteliais microvasculares, resultando em
transcitose através da barreira hematoencefalica. Por fim, o patégeno pode danificar e
enfraquecer as juncdes celulares (tight junctions) a fim de obter passagem através dos espacos
intercelulares. Uma vez que a infeccdo esteja estabelecida, os sintomas mais comuns s&o
cefaleia, febre, indisposicdo e estado mental alterado, sendo pressdo intracraniana elevada a

principal complicacdo. (Sabiiti e May, 2012; Srikanta, Santiago-Tirado e Doering, 2014)

Moléculas antimicrobianas do hospedeiro sdo responsaveis por eliminar patégenos tanto
extracelulares quanto internalizados. Contudo, C. neoformans desenvolveu mecanismos para
evadir agentes antimicrobianos e manipular a resposta imune de modo a promover sua
sobrevivéncia no hospedeiro. A expressdo da capsula polissacaridica esta envolvida na
resisténcia a fagocitose e modulacdo imune. Por ser antifagocitica, linhagens altamente
encapsuladas demonstram ser menos fagocitadas, sugerindo uma maior concentragdo no

pulm&o e uma taxa reduzida de disseminacao sistémica. Linhagens acapsulares tendem a ser



incapazes de desenvolver a doenca ou severamente debilitadas na progresséo da criptococose.
A montagem da cépsula requer a interagdo com componentes da parede celular, como a — 1,3
— glucana e moléculas de quitina. Sua composicdo se da principalmente por dois
polissacarideos, glucuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana (GalXM), que
representam, respectivamente, 90-95% e 5-8% da massa dessa estrutura. Manoproteinas
constituem menos de 1% da massa total da capsula e pouco de sua fungdo ja foi elucidado. Para
cobrir a superficie da célula, os polissacarideos séo liberados no meio extracelular por meio de
vesiculas de secrecdo. (Sabiiti e May, 2012; Vecchiarelli et al., 2013; Srikanta, Santiago-Tirado
e Doering, 2014)

O pigmento melanina possui propriedades antioxidantes, além de proteger contra a acéo
de peptideos microbicidas e ingestdo por macrdfagos. Esses fatores sugerem que a melanina
possa elevar a viruléncia ao proteger a célula de ataques do sistema imune. Ademais, ha indicios
de que ela tenha um papel na protecdo contra antimicrobianos, tendo estudos demonstrado que
celulas melanizadas de C. neoformans sdo menos suscetiveis a anfotericina B. A melanina é
produzida pela polimerizagdo oxidativa de compostos fenolicos, cuja reagdo é catalisada pela
enzima lacase cobre-dependente. Além disso, o neurotropismo do fungo foi correlacionado com
sua habilidade de converter catecolaminas em melanina, mais especificamente epinefrina,
norepinefrina e dopamina, que agem no sistema nervoso central como neurotransmissores,
demonstrando a importéncia desse fator de viruléncia para o desenvolvimento da infeccéo.
(Casadevall, Rosas e Nosanchuk, 2000; Sabiiti e May, 2012; Srikanta, Santiago-Tirado e
Doering, 2014)

A producdo de enzimas degradativas como fosfolipase, proteinase e urease estao ligadas
ao enfraquecimento da integridade intracelular e intercelular do hospedeiro, facilitando a
disseminacédo do patdgeno no cérebro. A acdo da fosfolipase pode resultar em desestabilizagéo
de membranas, lise celular e liberacdo de mensageiros secundarios lipidicos, promovendo
infeccdo pulmonar e disseminacdo de Cryptococcus na linfa e no sangue. Fosfolipase B
(codificada pelo gene PLB1) cliva um dos componentes mais importantes do surfactante
pulmonar, auxiliando na aderéncia do fungo a células epiteliais pulmonares e, assim, auxiliando
na disseminacdo. Além disso, PIbl aumenta a penetracdo do fungo atraveés da barreira
hematoencefalica por meio da ativacdo de Racl. A presenca de proteinase confere a habilidade
de degradar proteinas do hospedeiro, incluindo colageno, elastina, fibrinogénio e
imunoglobulinas. Quando atua em combinac&o com a fosfolipase, possibilita a replicacéo de C.

neoformans em macrofagos ao danificar membranas fagossomais e escapar da morte por



enzimas fagociticas. A urease Urel é um importante fator para a invasdo do sistema nervoso
central. Ela tem a capacidade de converter a ureia em amonia, a qual tem efeitos prejudiciais na
matriz extracelular, promovendo penetracdo paracelular da barreira hematoencefalica pelo C.
neoformans. Ademais, a capacidade de crescer a temperatura corporal de 37°C e sob condicGes
de hipdxia sdo fundamentais para o estabelecimento da infecgdo por C. neoformans. (Sabiiti e
May, 2012; Srikanta, Santiago-Tirado e Doering, 2014; Tseng et al., 2015)

C. neoformans é bem caracterizado por infectar individuos imunocomprometidos, como
pacientes recebendo quimioterapia, pacientes de transplantes de 6rgdos recebendo terapia
imunossupressora e, principalmente, portadores do virus HIV. Segundo dados do Programa
Conjunto das Nac¢des Unidas sobre HIV/AIDS (http://www.unaids.org/) em 2014, 36.9 milhdes

de pessoas sdo portadoras do virus HIV, 2 milhdes sdo infectadas a cada ano e 1.2 milhGes
morreram devido a doencas relacionadas a AIDS. Condig¢des neuropatolégicas estdo presentes
em aproximadamente 70% a 90% de pacientes com AIDS, sendo a meningite criptocdcica a
terceira complicacdo neuroldgica mais frequente. (Cogliati, 2013) Em paises com uma alta
prevaléncia de HIV/AIDS, Cryptococcus é uma das maiores causas de meningite, mais
frequente que Streptococcus pneumoniae e Neisseria meningitidis. Mundialmente, a estimativa
é que ocorram 1 milhdo de casos de meningite criptococica em pessoas com HIV/AIDS,
resultando em aproximadamente 625.000 mortes. A Africa subsaariana tem a maior
prevaléncia, com 13-44% das mortes relacionadas ao HIV sendo causadas por criptococose.
Nesta regido, as mortes relacionadas a meningite criptocécica sdo mais frequentes que as
devidas a tuberculose, aproximando-se ao namero relacionado a doengas infantis (pertussis,

poliomielite, difteria e tétano), doencas diarreicas e malaria. (Park et al., 2009)

Um estudo em duas grandes cidades dos Estados Unidos da Ameérica, Atlanta e Houston,
indicou que a incidéncia anual de criptococose entre pessoas com HIV/AIDS foi entre 2 e 7
casos por 1.000 habitantes. A incidéncia geral na populacéo foi de 0.4 a 1.3 casos por 100.000
habitantes, com a taxa de mortalidade sendo de 12%. (Mirza et al., 2003) No Brasil, a
criptococose foi predominante nas regifes sudoeste e sul, sendo os estados do Rio de Janeiro e
Sdo Paulo os que mais concentraram mortes em decorréncia do fungo. No entanto, nas regides
Nordeste, Norte e Centro-Oeste a falta de registro das causas de morte sdo mais comuns que
nas regides Sul e Sudoeste, podendo haver imprecisdo nos dados. A média anual de mortes
aumentou de 78 (24,5%) em 1996 para 89 (26,8%) em 2006, nacionalmente. Em portadores do
virus HIV, a meningite criptococica foi mencionada em 50,9% das declara¢cBes de morte,

tornando-se a principal micose relacionada a AIDS. (Prado et al., 2009) Em Porto Alegre (RS),
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um estudo coletou amostras de fezes de pombos em cinco pracas, sendo possivel isolar C.
neoformans em 100% das amostras avaliadas, indicando sua alta prevaléncia em ambientes

urbanos. (Reolon, Perez e Mezzari, 2004)

O tratamento de infec¢des fungicas é um desafio pois ha muitas semelhancas entre a
maquinaria celular dos fungos e dos humanos, portanto hd& um numero menor de drogas
disponiveis para o tratamento de fungos em comparacdo com doencas bacterianas ou virais.
(Idnurm et al., 2005) Para tratar a meningite criptocdcica, € indicado a administracdo de
anfotericina B (0,7 - 1,0 mg/kg por dia, por via intravenosa) e flucitosina (100 mg/kg por dia,
por via oral, dividida em 4 doses) por, pelo menos, 2-4 semanas, seguido de fluconazol (400-
800 mg/kg por dia, por via oral) por 8 semanas. Posteriormente, uma terapia de manutencao
longa com fluconazol (200-400 mg/kg por dia, por via oral) € mantida por 6-12 meses. (Perfect
etal., 2010; Tseng et al., 2015) A anfotericina B pertence a classe dos polienos, cujo mecanismo
de acdo baseia-se na ligacdo da porcdo hidrofobica da molécula ao ergosterol da membrana
celular fangica, produzindo um agregado que forma canais transmembrana. Esse defeito causa
despolariza¢do da membrana e um aumento da permeabilidade da membrana a prétons e céations
monovalentes. O canal estabiliza-se em sua forma aberta, destruindo a atividade e permitindo
0 vazamento do contetdo citoplasmatico, levando a morte celular. O ergosterol é o principal
esterol da membrana celular fungica, ao contrario das membranas de mamiferos, onde
predomina o colesterol. A diferenca na estrutura e proporcéo entre esses dois esterdis é a base
para a seletividade antifingica da anfotericina B. Entretanto, essa seletividade ainda é baixa,
indicando a toxicidade da anfotericina B para células mamiferas. Além da toxicidade aguda,
que pode causar nausea, febre, hipertensdo/hipotensdo e hipoxia, a nefrotoxicidade da
anfotericina B com o uso cronico limita seu tempo de aplicacdo. Para superar essa toxicidade
foram realizadas inumeras reformulacbes do agente. A combinacdo de lipidios com a
anfotericina B, encapsulada em lisossomos ou em complexos lipidicos em forma de disco,
mostrou-se a mais promissora. (Odds, Brown e Gow, 2003; Laniado-Laborin e Cabrales-
Vargas, 2009)

A flucitosina (5-FC) é transportada para dentro das células fungicas pela enzima citosina
permease, onde é convertido a 5-fluorouracil (5-FU) pela enzima citosina deaminase. A partir
do 5-fluorouracil, dois mecanismos de atividade antifingica podem ser distinguidos. No
primeiro, 0 5-FU é convertido a 5-fluorouridina trifosfato (FUTP), que é incorporado ao RNA
fangico, inibindo a sintese proteica. No segundo, o 5-FU é convertido pela enzima uridina

monofosfato pirofosforilase a 5-fluorodeoxiuridina monofosfato (FdUMP), um potente inibidor
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da enzima timidilato sintetase, a qual atua na biossintese do DNA. Consequentemente, a sintese
do DNA fungico é inibida. Flucitosina é utilizada em terapia conjunta pela ocorréncia de
resisténcia. Os efeitos colaterais mais relacionados a utilizacdo de flucitosina sdo nausea,
vomitos e diarreias, com efeitos mais severos como hepatotoxicidade e depressdo da medula
Ossea sendo citados. (Vermes, Guchelaar e Dankert, 2000; Odds, Brown e Gow, 2003) Os
azolicos sdo a maior classe de antifingicos em uso na clinica. Essas drogas podem ser divididas
em dois grupos, os imidazois e triazois, na qual fluconazol esta incluso. O seu principal efeito
é inibir a desmetilagao do grupo 140 do lanosterol na via de biossintese do ergosterol. Com a
deplecdo do ergosterol, a fluidez e permeabilidade da membrana fangica é alterada, com
consequéncias secundérias para enzimas que ligam-se a membrana, como as envolvidas com a
sintese da parede celular. Resisténcia aos azolicos pode ocorrer por mutacdes que modificam a
molécula alvo ou por superexpressdo de bombas de membrana que exportam o antifingico da
célula. (Odds, Brown e Gow, 2003) Um estudo realizado em Uganda identificou uma crescente
resisténcia ao fluconazol, onde 31% dos isolados clinicos ndo demonstraram suscetibilidade ao
fluconazol nas concentracBes consideradas inibitorias. (Smith et al., 2015) Ademais, fluconazol
tem apenas efeito fungistatico contra C. neoformans, inibindo o crescimento, mas néo

erradicando a carga fungica. (Klepser, Wolfe e Pfaller, 1998)

As estimativas de que o tratamento é efetivo em 50% a 80% das vezes, com as drogas
antifungicas causando toxicidade em um terco dos casos, reforcam a necessidade de novos alvos
e farmacos para o tratamento da meningite criptocécica. (Bratton et al., 2013) Neste contexto,
0 reposicionamento de farmacos ja utilizados na clinica e que apresentam uma potencial
atividade antifungica emergiram como uma possibilidade de acelerar o desenvolvimento
farmacoldgico em geral. Inibidores da chaperona Hsp90, em desenvolvimento como agentes
anticancer, reduziram a resisténcia a fluconazol e demonstraram atividade antiflngica sinérgica
em modelo in vitro de candidiase por Candida albicans. Além disso, a combinacdo desses
agentes com fluconazol gerou dramatica reducdo da viabilidade das células, convertendo o
efeito fungistatico do fluconazol em fungicida. Em modelo invertebrado, a combinacdo dos
farmacos também demonstrou efeito terapéutico ao aumentar a sobrevivéncia da Galleria
mellonella a infecgdes por C. albicans. (Cowen et al., 2009) Sertralina, um dos antidepressivos
mais usados na clinica, demonstrou uma potente acdo fungicida contra C. neoformans. Em
combinacdo com fluconazol indicou efeito sinérgico ou aditivo em ensaios in vitro e in vivo em
modelo de infecgdo sistémica de C. neoformans. Entretanto, sertralina mostrou-se menos

efetiva contra espécies de Candida, com sua combinagdo com fluconazol sendo geralmente
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antagonica. (Zhai et al., 2012) Em um teste clinico realizado na Uganda, pacientes recebendo
sertralina, além do tratamento padrdo, tiveram uma remogdo mais rapida do fungo do liquido
cefalorraquidiano e uma menor incidéncia de recidiva, além de boa seguranca e tolerabilidade.
(Rhein et al., 2016) Estudos utilizando a droga antiparasitaria cloroquina apresentaram efeito
antifungico ao inibir o crescimento de C. neoformans ou facilitar a eliminacéo do fungo pelos

macrdfagos. (Coelho e Casadevall, 2016)

Amiodarona pertence a classe 11l de farmacos antiarritmicos, usada no tratamento de
uma variedade de taquiarritmias. Ap0s sua aplicagdo, ela relaxa o musculo liso vascular e reduz
a resisténcia vascular periférica. Esse farmaco tem inimeros outros efeitos, incluindo acdes
similares ao antiarritmicos das classes Ia, II ¢ IV, demonstrando agdo como [B-bloqueador e
bloqueador de canais de calcio. A amiodarona demonstrou ter atividade antifungica por inibir
o crescimento de diversos fungos, incluindo espécies de Cryptococcus, Saccharomyces,
Aspergillus, Candida e Fusarium, demonstrando uma atividade fungicida. (Courchesne, 2002)
Em Saccharomyces cerevisiae houve evidéncias de que a sua toxicidade é mediada por
disturbios na homeostase do calcio. Em mutantes nulos para calcineurina e Vvarios
transportadores de célcio, a sensibilidade a amiodarona correlaciona-se com sobrecarga de
calcio citoplasmatico. Medicdes do célcio citoplasmatico indicaram um imediato influxo dose
dependente, com ativacdo da via da calcineurina e acimulo nuclear do fator de transcricao
dependente de calcineurina Crz1. Em seguida haveria uma liberagdo do calcio do vactolo por
meio do canal de célcio Yvcl, independentemente da entrada de célcio extracelular. Também
foi demonstrado que amiodarona e azolicos sao altamente sinérgicos em S. cerevisiae, exibindo
potente efeito fungicida em combinacdo. (Gupta et al., 2003; Gamarra et al., 2010) Em Candida
albicans, o perfil transcricional foi avaliado na presencga de amiodarona no intuito de estabelecer
0s mecanismos de toxicidade. Genes envolvidos na homeostase e transporte vacuolar de célcio
foram diferencialmente expressos nesta condicdo, o que indica que a homeostase deste metal
pode representar um alvo promissor para o desenvolvimento de novos antifungicos. (Gamarra
et al., 2010) Ja em Candida tropicalis, amiodarona administrada em combinagcdo com
fluconazol exibiu atividade antifingica contra linhagens resistentes a fluconazol. (Da Silva et
al., 2013) Por fim, amiodarona foi capaz de agir em C. neoformans internalizados por fagocitos.
(Butts et al., 2013)

Fungos patogénicos utilizam sistemas de sinalizagdo complexos para se adaptar ao
ambiente, controlando proliferacdo, desenvolvimento e, em alguns casos, viruléncia. A via

Ca?"-calcineurina controla resposta a estresse ambiental, mating, frutificagio monocaritica,
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crescimento a 37°C e viruléncia em C. neoformans. (Kozubowski, Lee e Heitman, 2009) ions
de calcio (Ca?") intracelulares sdo importantes segundo mensageiros em todos 0s organismos.
O nivel de célcio citoplasmatico é muito baixo em um estado de repouso, no entanto, em
resposta a um estresse externo, ha um rapido influxo de célcio por meio do sistema de influxo
de célcio da membrana plasmatica. O aumento da concentragdo de célcio afeta um vasto nimero
de processos celulares, ativando a via da calcineurina para reduzir a concentracdo plasmatica
do ion a niveis basais. A membrana plasmatica fungica contém dois tipos de sistema de influxo
de calcio, caracterizados extensivamente em Saccharomyces cerevisiae. O primeiro € o sistema
de influxo de célcio de alta afinidade (HACS), que consiste de duas proteinas, Cchl e Midl,
por onde ha influxo de calcio do espaco extracelular em resposta a estimulos repentinos. O
segundo é o sistema de influxo de calcio de baixa afinidade, cujo principal componente é Figl.
O aumento da concentracdo intracelular de calcio também pode dar-se por secre¢do de calcio
de compartimentos internos. O vacuolo, um importante compartimento em fungos, é crucial
para diferenciacdo, adaptacdo ao estresse, endocitose, autofagia e patogénese. Ademais, esse
compartimento é o principal local de estoque de calcio intracelular. Yvcl é um canal de célcio
localizado na membrana vacuolar que libera calcio no espaco citoplasmatico em resposta a um
estimulo alcalino. No entanto, um aumento continuo na concentracdo de célcio intracelular é
prejudicial para a célula, por conseguinte ha uma retirada dos ions célcio para organelas
secretdrias ou ativacdo de uma via restaurativa. Especificamente, a Ca?*-ATPase Pmcl e o
trocador Ca?*/H* Vcx1, localizados na membrana vacuolar, e as bombas de calcio Pmr1, Cod1
e Ecal, localizados no aparato de Golgi e reticulo endoplasmatico, sdo ativados para direcionar

o célcio citosolico para organelas secretorias. (Liu et al., 2015)

O sensor de Ca®" calmodulina detecta 0 aumento na concentragio citoplasmatica de
calcio e liga os fons a enzimas Ca?*/calmodulina dependentes subsequentemente ativadas, como
a calcineurina. A calcineurina ativada age em seus alvos CRZ1/TCN1 e PRZ1, induzindo sua
desfosforilacédo e translocacdo do citoplasma para o nucleo, causando a expressdo de diversos
genes alvo como PMC1, PMR1 e PMR2. Subsequentemente, o nivel de célcio intracelular é
reduzido a niveis basais pela captacdo de Ca®* pelas organelas e pela inibicdo da liberagdo de

calcio pelo vacuolo. (Liu et al., 2015)

Dados do nosso grupo de pesquisa estdo relacionados a caracterizagdo de dois
transportadores vacuolares de calcio, Pmcl e Vcx1, de C. neoformans. O mutante nulo vexl
demonstrou ter viruléncia atenuada em modelo de infeccdo intranasal em camundongos.

Ademais, 0 mutante vcx1l apresentou capacidade reduzida de produzir GXM, o principal
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polissacarideo capsular de C. neoformans, o que poderia estar relacionado a sua reduzida taxa
de fagocitose e sobrevivéncia apds infeccdo do macréfago. (Kmetzsch et al., 2010) Mutantes
nulos pmcl foram sensiveis a altas concentracdes de calcio, além de demonstrarem defeitos na
formacéo da capsula em meio DMEM e liberagdo de GXM. O transportador Pmc1 confirmou
sua importancia para a progressdo pulmonar da doenca e para a colonizacdo do cérebro, visto
que os mutantes nulos apresentaram carga fungica pulmonar diminuida e impossibilidade de

colonizar os tecidos cerebrais. (Kmetzsch et al., 2013)

Estas observagdes reforcam que a manutencdo da homeostase do célcio é fundamental
para a viruléncia de Cryptococcus neoformans. Portanto, a avaliacdo de farmacos com
mecanismo de acdo semelhante a de amiodarona pode representar uma alternativa terapéutica

viavel para o tratamento da meningite criptocécica.
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1.1 JUSTIFICATIVA

O controle de infecgdes fangicas oportunistas tem emergido como um importante
desafio para a saude publica mundial. A levedura Cryptococcus neoformans é o agente
etioldgico da meningite criptocdcica, infeccao fungica que acomete o sistema nervoso central,
considerada a terceira complicacdo neuroldgica mais frequente em pacientes com a sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). O repertorio de antifingicos disponiveis para o
tratamento de infec¢des fungicas é limitado. Neste contexto, o reposicionamento de farmacos
ja utilizados na clinica e que apresentam uma potencial atividade antifngica emergiram como
uma possibilidade de acelerar o desenvolvimento farmacoldgico em geral. A manutencdo da
homeostase de célcio é fundamental para a viruléncia de fungos patogénicos, portanto a
utilizacdo de farmacos bloqueadores de canais de calcio pode representar uma relevante

alternativa terapéutica para a criptococose.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a utilizacdo de farmacos com mecanismo de acao baseado no bloqueio de canais

de calcio como alternativa terapéutica para a criptococose.

1.2.2 Objetivos especificos

(i) Busca de farmacos com mecanismo de agdo baseado no bloqueio de canais de calcio;

(if) Avaliacdo da sensibilidade das linhagens selvagem (H99) e mutantes pmc1, vcxl,
pmclvexl e pmcl::PMCL1 de C. neoformans aos fArmacos de interesse associados ou ndo com
fluconazol e determinacdo da concentracdo inibitéria minima de cada farmaco para C.

neoformans;

(iii) Avaliacdo do efeito dos farmacos de interesse na expressao dos principais fatores

de viruléncia de C. neoformans;

(iv) Determinacdo da concentracdo relativa de calcio intracelular em células de C.

neoformans expostas aos farmacos de interesse.

(v) Determinacdo do perfil de expressao de genes de C. neoformans relacionados a via

de sinalizacdo mediada por célcio e calcineurina em presenca do(s) farmaco(s) selecionado(s);
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Resumo

Introducdo: Cryptococcus neoformans é uma levedura responsavel pelo desenvolvimento da
meningite criptocdcica, importante infeccdo oportunista em imunocomprometidos. O
tratamento ndo é sempre efetivo, com toxicidade e resisténcia sendo problemas recorrentes,
indicando a importancia de novos tratamentos. A reposicao de farmacos ja utilizados na clinica,
com potencial atividade antifingica, como a amiodarona e outros bloqueadores de canais de

calcio, mostram-se promissores.

Resultados: A amiodarona demonstrou ter atividade antifingica contra linhagens de C.
neoformans e um efeito sinergico ao ser combinado com fluconazol. No entanto, esse farmaco
ndo alterou os principais fatores de viruléncia do fungo, a formacéo de capsula polissacaridica
e a producdo de melanina. Além disto, o farmaco amiodarona ndo causou uma alteracdo dos
niveis de calcio intracelular nas concentracdes testadas. Foi observada uma diminuicdo da
expressio relativa de importantes genes na via mediada por Ca?*-calcineurina, CRZ1 e ECA1,
na presenca de amiodarona na linhagem mutante para o transportador de célcio Pmcl. Os
demais farmacos bloqueadores de canais de calcio, verapamil e diltiazem, demonstraram um

efeito antifungico menor e ndo apresentaram sinergismo com fluconazol.

Conclusdes: Esses resultados reforcam o potencial de farmacos bloqueadores de canais de
calcio como tratamento para infecgdes fungicas. Seu efeito sinérgico com fluconazol fortalece
a possibilidade dessa classe de farmacos ser testada na clinica, abrindo possibilidades para

novos tratamentos para a meningite criptocdécica.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans, amiodarona, célcio, fluconazol, MIC, sinergismo
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Introducéo

Cryptococcus neoformans é um importante patégeno oportunistico, cuja infeccdo de um
hospedeiro imunocomprometido é responsavel pelo desenvolvimento da meningite
criptocécica. Esta enfermidade é a terceira mais frequente complicacdo neurolégica em
portadores do virus HIV, com uma estimativa de 1 milhdo de novos casos por ano. [1,2] O
tratamento de infec¢des flngicas continua sendo um desafio, pois a maquinaria celular dos
fungos e dos humanos é muito semelhante. [3] Para o tratamento da meningite criptocdcica é
indicado a administracdo de anfotericina B e flucitosina por 2-4 semanas, seguido de uma
terapia de manutencdo longa com fluconazol por 6-12 meses. [4] Entretanto, a anfotericina B
demonstra nefrotoxicidade severa, o que limita seu tempo de utilizagdo. [5] A flucitosina e o
fluconazol foram relacionados com a ocorréncia de resisténcia, sendo que 31% dos isolados
clinicos de um hospital na Uganda ndo demonstraram sensibilidade ao fluconazol nas

concentracdes consideradas inibitérias. [6, 7]

As estimativas de que o tratamento é efetivo em 50% a 80% das vezes, com as drogas
antifangicas causando toxicidade em um terco dos casos, refor¢cam a necessidade de novos alvos
e farmacos para o tratamento da meningite criptocdcica. [8] Neste contexto, o reposicionamento
de farmacos ja utilizados na clinica e que apresentam uma potencial atividade antifingica
emergiram como uma possibilidade de acelerar o desenvolvimento farmacologico em geral.
Testes realizados com o antidepressivo sertralina demonstraram potente efeito fungicida do
farmaco, indicando também efeito sinérgico ou aditivo em combinagdo com fluconazol. [9] O
farmaco antiarritmico amiodarona apresentou efeito fungicida contra diversas espécies de
fungos, incluindo C. neoformans. Em Saccharomyces cerevisiae houve evidéncias de que a sua
toxicidade € mediada por disturbios na homeostase do calcio. Determinagdes do célcio
citoplasmatico indicaram um imediato influxo dose dependente, com ativacdo da via da

calcineurina e acumulo nuclear do fator de transcricdo dependente de calcineurina Crz1l. Em
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Candida albicans, genes envolvidos na homeostase e transporte vacuolar de calcio foram
diferencialmente expressos na presenca de amiodarona, o que indica que a homeostase deste
metal pode representar um alvo promissor para o desenvolvimento de novos antifingicos.
Ademais, ambas as espécies de levedura demonstraram efeito sinérgico entre amiodarona e

fluconazol. [10, 11]

A via de sinalizacdo mediada por Ca?*-calcineurina é fundamental para C. neoformans,
pois controla viruléncia, mating, crescimento a 37°C, frutificacdo monocariética e resposta a
estresse ambiental. [12 — 14] O célcio entra na célula por um sistema de alta afinidade,
extensivamente caracterizado em S. cerevisiae, formado pelas proteinas Cchl e Midl em
resposta a estimulos repentinos. [15] Yvcl é um canal de célcio localizado na membrana
vacuolar que também libera célcio no espaco citoplasméatico, em resposta a um estimulo
alcalino. [16] No entanto, um aumento continuo na concentracdo de calcio intracelular é toxico
para a célula, portanto hd a ativacdo de canais para direcionar o célcio intracelular para
organelas secretdrias. Entre elas estdo a Ca?*-ATPase Pmcl e o trocador Ca?*/H* Vex1,
localizados na membrana vacuolar, e as bombas de célcio Pmrl, Codl e Ecal, localizados no
aparato de Golgi e reticulo endoplasmatico. [17 — 19] Calmodulina é uma proteina que funciona
como um sensor de Ca?*, ligando-se a ele e ativando a fosfatase calcineurina. [20] A
calcineurina ativa o fator de transcricdo Crz1, induzindo sua desfosforilagdo e translocacao do
citoplasma para o nucleo, o que causa a expressao de diversos genes alvo como PMC1, PMR1
e PMR2, e reduz os niveis de célcio intracelular. [21, 22] A caracterizacdo de dois
transportadores vacuolares de célcio, Pmcl e Vcx1, de C. neoformans foi extensivamente
realizada por nosso grupo. O mutante nulo vex1 demonstrou ter viruléncia atenuada em modelo
de infeccdo intranasal em camundongos. Ademais, 0 mutante vcx1l apresentou capacidade
reduzida de produzir GXM, o principal polissacarideo capsular de C. neoformans, o que poderia

estar relacionado a sua reduzida taxa de fagocitose e sobrevivéncia apds infeccdo em
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macrofagos. [23] Mutantes nulos pmcl1 foram sensiveis a altas concentragdes de calcio, além de
demonstrarem defeitos na formacdo da capsula em meio DMEM e liberacdo de GXM. O
transportador Pmc1 confirmou sua importancia para a progressao pulmonar da doenca e para a
colonizacdo do ceérebro, visto que os mutantes nulos apresentaram carga fungica pulmonar

diminuida e impossibilidade de colonizar os tecidos cerebrais. [17]

Neste artigo, avaliamos o efeito de trés farmacos bloqueadores de canais de calcio em
cinco linhagens de C. neoformans, determinando concentrag¢Ges inibitérias minimas (MICs) e
sua interacdo com fluconazol, o principal farmaco para o tratamento da meningite criptocdcica.
Ademais, a expressdo relativa de diversos genes da via de sinalizagdo mediada por Ca2*-
calcineurina foram analisadas na presenca desses farmacos, bem como sua influéncia na

expressao dos principais fatores de viruléncia deste patdgeno.
Materiais e Métodos
Linhagens fungicas e condices de cultivo

Foram utilizadas as linhagens de C. neoformans H99 (selvagem), o mutante pmcl, o
mutante vcx1, o mutante duplo pmclvexl e a linhagem complementada pmcl::PMC1. As
células foram cultivadas em agar YPD (2% glicose, 2% de peptona, 1% de extrato de levedura
e 1,5% agar) e coldnias isoladas subsequentemente inoculadas em YPD liquido ou meio minimo

e incubadas a 30°C por 18 horas a 200 rotacGes por minuto (rpm) para ensaios in vitro.
Selecdo de farmacos

O screening de farmacos com mecanismo ac¢ao baseado no bloqueio de canais de calcio

foi realizado no banco de dados Drug Bank (http://www.drugbank.ca/). Todos os trés farmacos

foram dissolvidos em DMSO (Sigma) para a confecc¢do dos estoques.

Teste de sensibilidade antifangica e interacdo entre farmacos
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A concentracdo inibitéria minima (MIC) dos farmacos contra as linhagens de C.
neoformans foi determinada pelo método de microdiluicdo, de acordo com o protocolo M27-
A3 preconizado pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). [24] Os testes foram
realizados em placas estéreis de 96 pocos, utilizando a concentracdo de 5x102 células/mL em
meio RPMI 1640 e os farmacos diluidos em H20 MilliQ. As placas foram incubadas a 37°C
por 48 horas e, posteriormente, a densidade 6tica (OD) foi determinada em espectrofotdmetro
(Spectramax, Molecular Devices, Sunnyvale, USA) a 600 nm. As interacdes in vitro entre
fluconazol e os farmacos blogueadores de canais de calcio foras determinadas em placas
estéreis de 96 pocos por meio de um método bidimensional denominado checkerboard, no qual
concentracdes crescentes de fluconazol foram combinadas com concentragdes crescentes do
farmaco bloqueador de canal de célcio para verificacdo de efeito sinérgico de atuacao entre elas.
[25] O MIC foi definido como a menor concentracao a inibir 95% do crescimento ou mais,
comparado com o controle (MIC-0). A interacdo entre os farmacos foi definida pelo FIC index,
sendo ele definido como: (MIC da droga A em combinacdo) / (MIC da droga A sozinha) +
(MIC da droga B em combinacédo) / (MIC da droga B sozinha). A interacdo foi definida como
sinérgica se o FIC index for <1, aditiva se o FIC index for = 1 e antagdnica se o FIC index for
>1. [26]

Avaliacdo da expressdo de genes relacionados a via de sinalizagdo mediada por Ca®*-
calcineurina por RT-gPCR

Para extracdo de RNA, as linhagens H99 e pmc1 foram cultivadas por 20 horas a 30°C
e 200 rpm em meio YPD. Subsequentemente, 5x107 células/mL de cada linhagem foram
incubadas em 20 mL de meio YPD suplementado ou ndo com 6,81 pg/mL de amiodarona por
2 horas. Trés amostras independentes de RNA foram preparadas utilizando TRIzol (Invitrogen),
de acordo com o protocolo do fabricante. Apds tratamento com DNase, reacOes de transcriptase

reversa foram realizadas. Reagdes de RT-gPCR foram realizadas utilizando o sistema StepOne
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Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Platinum SYBR green
gPCR Supermix (Invitrogen) suplementado com 5pmol de cada primer e 1 pL de cDNA em um
volume final de 20 pL foi utilizado como mix de reagdo. Cada amostra de cDNA foi analisada
em triplicata com cada par de primer. Anélise de Melting Curve foi realizada ao final da reacéo
para confirmar a amplificacdo de um Unico produto de PCR. Os dados foram normalizados
utilizando amplificacio de actina a partir das amostras de cDNA. O método 22 foi utilizado
para determinar a expresséo relativa. [27] A lista de primers utilizados encontra-se nos materiais
adicionais (Material adicional 3).
Ensaios de caracterizacdo fenotipica

A formagcéo de capsula polissacaridica foi avaliada em 10° células/mL cultivadas em 1
mL de meio minimo (2,7 g/L glicose, 2,5 g/L MgSQO4.7H20, 4 g/L KH2PO4, 1 g/L glicina e 0,09
mg/L tiamina) por 72 horas a 37°C em 5% CO, com presenca ou auséncia de 1,56 pg/mL de
amiodarona, As células foram fixadas com paraformaldeido, coradas com India ink e
observadas em um microscépio Axioskop 40 (Zeiss, Alemanha). Tamanho relativo de cépsula
foi definido pela razdo entre o tamanho total da célula com a capsula e apenas do corpo celular.

O software ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/) foi utilizado para determinar estas medidas de

pelo menos 50 células em cada linhagem. A producdo de melanina foi analisada em meio com
asparagina e livre de glicose (1 g/L L-asparagina, 0,5 g/L MgSQ4.7H20, 3 g/L KH2PO4, 1 mg/L
tiamina e 1 mM L-DOPA) com a presenca ou auséncia de 1,56 pg/mL de amiodarona. Foram
utilizadas 5x10° células/mL e a OD lida a 400 nm em até 72 horas de incubagio a 37°C. [28]
Determinacdo de célcio intracelular

A concentracdo de célcio livre intracelular foi determinada utilizando o marcador Fura-
2-AM (Invitrogen). Células das linhagens H99 e pmcl foram cultivadas em meio YPD
overnight a 30°C, por 200 rpm. Entdo, 107 células de cada linhagem foram incubadas por 2

horas em meio YPD suplementado ou nédo com 1,56 pg/mL de amiodarona e 100 mM de CaCl..
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As células foram lavadas e incubadas com 10 uM Fura-2-AM por 30 minutos a 37°C. Apo6s
extensivas lavagens, a fluorescéncia foi avaliada ao alternar o comprimento de onda de
excitacdo entre 340 e 380 nm, com comprimento de onda de emissdo fixado a 505 nm. A
concentracgdo relativa de calcio intracelular é expressa como a razao entre a fluorescéncia com
comprimento de onda de excitacdo a 340 e a 380 nm.
Resultados
Farmacos bloqueadores de canais de calcio

Baseado no mecanismo de ac¢do de bloqueio de canais de célcio, foram selecionados trés
farmacos para testes in vitro contra C. neoformans, amiodarona (Sigma), verapamil (Sigma) e
diltiazem (Sigma). A amiodarona pertence a classe Il de antiarritmicos, cujo principal
mecanismo é o bloqueio de canais de potassio. No entanto, a amiodarona apresenta
caracteristicas de outras classes, como o bloqueio de canais de calcio do tipo T. O verapamil e
diltiazem pertencem a classe 1V, bloqueando canais de calcio dependentes de voltagem, mais
especificamente os canais tipo L. Os dois pertencem a classe das ndo-diidropiridinas, no entanto
o verapamil é uma fenilalquilamina, enquanto o diltiazem é uma benzotiazepina. Por fim, todos
demonstram a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, o que evidencia a
possibilidade de atuarem contra a meningite criptocécica (Tabela 1).
Amiodarona apresenta atividade antifungica contra C. neoformans

A sensibilidade de C. neoformans a amiodarona foi testada na linhagem selvagem H99,
nas linhagens mutantes para canais de célcio, pmcl, vcxl, pmclvexl e na linhagem
complementada pmcl::PMC1. As concentra¢des inibitdrias minimas (MIC) para as respectivas
linhagens foram definidas considerando uma reducdo de pelo menos 95% de crescimento
comparado ao controle. Foi determinado um valor de MIC de 12,5 pg/mL para as linhagens
H99 e pmcl1::PMC1, e de 6,25 pg/mL para as linhagens mutantes pmcl, vex1 e pmclvexl (Fig.

1), demonstrando que o nocaute de transportadores de calcio estd relacionada a uma maior
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sensibilidade ao farmaco. Os farmacos verapamil e diltiazem foram testados contra a linhagem
selvagem H99 de C. neoformans em concentraces de 25 pg/mL a 400 pg/mL. O farmaco
verapamil demonstrou possuir um efeito antifingico mediano, ndo sendo possivel detectar uma
inibicdo maior do que 50% de crescimento, mesmo em concentracfes altas como 400 pg/mL.
O diltiazem ndo apresentou efeito antifingico, considerando que na maior concentracdo
avaliada o efeito na inibicdo de crescimento ndo atingiu 20% em relacdo ao controle (Fig. 2).
Amiodarona e fluconazol possuem efeito sinérgico

A interacdo para avaliacdo de efeito sinérgico entre os farmacos amiodarona e
fluconazol foi realizada pelo método checkerboard para as cinco linhagens de C. neoformans.
Para obter o MIC de fluconazol para as respectivas linhagens, foram testadas concentracdes de
0,125 a 64 pg/mL, como preconiza o protocolo M27-A3 do CLSI. [24] De acordo com 0s
parametros definidos para espécies de Candida pelo CLSI, para uma linhagem ser suscetivel
ela deve apresentar um MIC < 8 pug/mL, para ser dose-dependente o MIC deve ser de 16 pg/mL
a 32 pg/mL e se 0o MIC for > 64 ng/mL a linhagem ¢ resistente. Para todas as linhagens testadas,
o MIC foi de 0,5 pg/mL, o que as classifica como suscetiveis a fluconazol. Ao combinar
amiodarona e fluconazol, os MICs de ambos diminuiram, ficando entre 3,125 - 1,56 pg/mL e
0,25 - 0,125 pg/mL, respectivamente, como evidenciado na Tabela 2 (para os gréaficos, ver
Material Adicional 1). Para todas as linhagens, o FIC index calculado foi de 0,75, sendo os
farmacos amiodarona e fluconazol interpretados como sinérgicos.

Os farmacos verapamil e diltiazem também foram testados em combinacdo com
fluconazol para a linhagem selvagem H99. A interacéo entre os farmacos ndo demonstrou efeito
sinérgico, ndo sendo possivel perceber nenhum aumento da inibigdo de crescimento em
comparacdo com o efeito dos farmacos sozinhos (ver Material Adicional 2).

Formacéo de capsula polissacaridica e melanina ndo séo afetadas por amiodarona
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A formacdo da capsula polissacaridica e a producdo de melanina foram avaliadas na
presenca ou auséncia de amiodarona por serem importantes fatores de viruléncia de C.
neoformans. [3] Para avaliar a formacao de capsula polissacaridica, as células das linhagens
H99, pmcl, pmclvexl, vexl e pmel::PMC1 foram cultivadas em meio minimo, uma classica
condicdo indutora de capsula. Entre as linhagens houve um aumento da formacao de capsula
polissacaridica no mutante vcx1 e no complementado pmcl1::PMCL1 (Fig. 3A). Com a exposicao
a 1,56 pg/mL de amiodarona, apenas a linhagem complementada demonstrou um aumento da
producdo de capsula polissacaridica (Fig. 3A). A formacdo de melanina ndo sofreu alteracdo
com a adicdo de amiodarona nas linhagens H99 e pmcl, tampouco houve diferenca entre as
linhagens em si (Fig. 3B), o que é condizente com estudos anteriores. [17]

O farmaco amiodarona ndo influencia nos niveis relativos de célcio intracelular

A concentracdo relativa de calcio intracelular nas linhagens H99 e pmcl, com a presenca
ou auséncia de amiodarona e CaCl,, foi determinada com o corante fluorescente sensivel a
calcio, Fura-2-AM. Ndo houve diferenca estatistica entre as linhagens, com a adi¢do ou nédo, de
100 mM de CaCl; (Fig. 4). Tampouco houve diferenca estatistica nos niveis de célcio com a
adicdo de 1,56 pg/mL de amiodarona.

Genes da via mediada por Ca?*-calcineurina tem sua expressdo relativa alterada pela
exposicao de células de C. neoformans a amiodarona

Niveis de transcritos dos genes relacionados a via mediada por Ca?*- calcineurina foram
avaliados em H99 e pmc1, na presenca ou auséncia de 6,81 pg/mL de amiodarona. Uma reducéo
nos niveis de expressdo do gene codificador do fator de transcricdo Crz1 ocorreu na linhagem
pmcl na presenca de amiodarona. O mesmo foi observado para o gene ECA1, o qual codifica
um transportador de calcio do reticulo endoplasmatico. Para o gene CCHL, o qual codifica parte
do canal de célcio de alta afinidade na membrana da célula, houve um aumento de sua expressao

na linhagem pmcl em comparagdo com o selvagem. Entretanto, para a o gene que codifica
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calcineurina e para os genes que codificam os transportadores de calcio vacuolares Pmcl e
Vcx1, ndo houve diferenca significativa entre as linhagens ou com a exposicdo a amiodarona
(Fig. 5).
Discussao

O tratamento de doencas fungicas ainda é um desafio, pois ha um nimero menor de
farmacos disponiveis para tratar essas doencas, em comparacdo com doencas bacterianas ou
virais. Isso se deve ao fato de que a maquinaria celular dos fungos ser muito similar a dos
humanos. O aumento de pacientes infectados pelo virus HIV promoveu a disseminacdo da
criptococose, transformando-a em uma comum causa de morte em pacientes
imunocomprometidos. Apesar da eficacia no tratamento implicar na reducdo da mortalidade,
em paises onde o acesso a antifungicos € limitado o nimero de mortes chega a 30%. [3]
Portanto, 0 uso de novos antifingicos, ou o reposicionamento de farmacos com efeito
antifangico, podem mostrar-se promissoras op¢des para 0 tratamento da criptococose.
Courchesne (2002) identificou a atividade antifungica de amiodarona contra diversas espécies
de fungos, incluindo C. neoformans. [29] Sendo um bloqueador de canais de calcio, a
amiodarona possivelmente age em componentes da via mediada por Ca®'-calcineurina,
responsavel por diversas fungdes no organismo do fungo, incluindo viruléncia, mating,
crescimento a 37°C, frutificagdo monocaridtica e resposta a estresse ambiental. [12 — 14]
Portanto, neste estudo, objetivamos ampliar a caracterizacdo do efeito antifungico de
amiodarona, além de avaliar outros farmacos com mecanismo semelhante que poderiam
demonstrar potencial efeito antifungico. Ademais, analisamos os efeitos desses fa&rmacos em
mutantes nulos para importantes transportadores da via mediada por Ca?*-calcineurina.

A concentracdo inibitoria minima (MIC) de amiodarona foi determinada para as
linhagens selvagem e mutantes nulos para transportadores de calcio de C. neoformans. Esta

analise evidenciou que os mutantes nulos para os transportadores de calcio se mostraram mais
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sensiveis ao farmaco. Estudos anteriores, realizados em S. cerevisiae, descreveram que a
amiodarona causa uma elevacdo bifasica dos niveis de célcio intracelular. O primeiro pico
ocorre muito rapidamente, seguido de uma continuada elevacéo dos niveis intracelulares desse
ion. Na auséncia dos transportadores de célcio Pmcl e Vcx1, o pico de célcio intracelular foi
muito elevado, o que potencialmente explica a maior sensibilidade dos mutantes nulos para
esses transportadores a amiodarona, ja que € bem conhecido o efeito toxico que o excesso de
calcio citoplasmatico possui. [10] Esses fatores reforcam a importancia desses transportadores,
responsaveis pelo direcionamento do calcio intracelular para o vacuolo, na homeostase do
calcio. A determinacdo de célcio intracelular realizada neste estudo ndo demonstrou efeito da
amiodarona nos niveis de célcio intracelular, inclusive com a adi¢do de CaCl, ao meio. Uma
possibilidade pode ser o fato de o aumento nos niveis intracelulares deste ion seja dose-
dependente, ja que o nivel maximo observado em S. cerevisiae foi com concentracdes de
amiodarona entre 10 uM e 20 uM [10], superiores a 1,56 pg/mL, a qual foi utilizada neste
estudo. AvaliacOes adicionais com concentragdes maiores de amiodarona devem ser realizados
para confirmagdo desta hipdtese. Além disso, a adi¢cdo de CaCl, aos controles também néo
demonstrou diferenga, 0 que diverge de estudos anteriores, nos quais 0 mutante pmcl
apresentou aumento dos niveis de célcio intracelular na presenca de CaCl2[17], 0 que se mostra
coerente com a diminuicdo do transporte desse ion para o vacuolo.

O efeito sinérgico entre amiodarona e fluconazol foi demonstrado in vitro contra
linhagens de C. neoformans. Todas as linhagens avaliadas obtiveram o mesmo valor de FIC
index, apesar de alguns dos mutantes serem inibidos por uma concentracdo menor de
amiodarona do que a linhagem selvagem H99. Esses resultados mostram-se condizentes com
estudos que avaliaram o sinergismo destes farmacos em C. albicans e S. cerevisiae. [10, 11]
Gamarra, et al (2010) sugere que a amiodarona € responsavel por uma hiperpolarizacao

passageira da membrana, seguido por uma despolarizagéo, resultando em um influxo de calcio



289

290

291

292

293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

29

e consequente perda da viabilidade celular. O fluconazol é responsavel pela deplecdo do
ergosterol, o principal esterol componente da membrana celular fangica, e uma alteracdo na via
de biossintese do ergosterol pode levar a efeitos na composicdo da membrana, resultando em
uma fluidez alterada da membrana. [11] Zhang, et al (2010) também sugere que o ergosterol é
um grande responsavel pela manutencdo da homeostase dos ions, como Ca?* e H*. Portanto, a
deplecéo de esterol pela exposicao a fluconazol exacerbaria o desbalanceamento da homeostase
de Ca?* e H* causada pela amiodarona. [30]

C. neoformans tem fatores de viruléncia muito bem estabelecidos, entre eles a formacao
da capsula polissacaridica e a producdo de melanina. A expressdo da capsula esta envolvida
com a resisténcia a fagocitose e modulacdo do sistema imune. [3] A influéncia da amiodarona
na formacdo da capsula polissacaridica foi realizado em meio minimo, amplamente
caracterizado como indutor de capsula. Ndo foi possivel observar diferenca no tamanho da
capsula polissacaridica apés a adi¢do de amiodarona ao meio, apenas um discreto aumento na
linhagem complementada pmc1::PMC1 que pode ser atribuido ao elevado numero de células
avaliadas. Entretanto, 0 meio minimo induziu um aumento do tamanho da cépsula
polissacaridica nas linhagens vcx1 e pmcl::PMC1, em comparagdo a linhagem selvagem H99.
Esse resultado difere do que foi obtido anteriormente em estudo do nosso grupo [17, 23], no
qual o meio minimo ndo induziu diferenca no tamanho de capsula das linhagens nesta condic¢éo.
Esta variacdo pode ser atribuida a diferencas no tempo de exposicdo ao meio. A melanina é um
pigmento responsavel por proteger a célula da radiagdo ultravioleta, além de possuir
propriedades antioxidantes. [3] O tratamento com amiodarona tampouco alterou a producao de
melanina, ndo havendo nenhuma diferenca significativa entre as linhagens na presenca ou
auséncia do farmaco em quest&o.

Seis genes altamente relacionados a via de sinalizagdo mediada por Ca?*-calcineurina

foram analisados na presenca de amiodarona. Foram eles os genes que codificam a propria
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calcineurina, o fator de transcri¢ao Crz1, os transportadores vacuolares de calcio Pmcl e Vcx1,
o transportador de célcio de reticulo endoplasmatico Ecal e o componente do canal de célcio
da membrana Cchl. Crz1 e Ecal apresentaram uma diminuicdo de expressao relativa na
linhagem pmcl com a adicdo de amiodarona, no entanto esse efeito nao foi observado para a
linhagem selvagem H99. Uma superexpressdo do gene CCH1 ocorreu também no mutante
pmcl em relacdo a linhagem selvagem, no entanto ndo houve nenhuma alteracdo com a adicao
de amiodarona. Os demais genes analisados ndo demonstraram nenhuma diferenca de
expressao entre as linhagens. Nos estudos anteriores com o mutante pmcl ndo foi possivel
observar estas alteracfes, nem quando houve a adi¢do de célcio ao meio. [17] Em C. albicans,
genes da via mediada por Ca?*-calcineurina, CCH1, PMC1, MID1 e CRZ1, apresentaram
expressao aumentada na presenca de amiodarona, ao contrario do que obtivemos neste estudo
para alguns destes genes no mutante nulo pmcl. [11] Apesar de divergentes, estes resultados
demonstram que a acdo da amiodarona na célula fungica altera fatores importantes da via
mediada por Ca®*-calcineurina e que o transportador vacuolar de célcio Pmcl é de grande
importancia para prevenir as alteracfes causadas por esse farmaco, visto que sua auséncia
acarreta alteracGes ndo detectadas na linhagem selvagem. Além disto, esta divergéncia pode ser
atribuida ao meio de cultivo em que as células foram expostas ao farmaco. Neste estudo, foi
utilizado o meio YPD, classicamente utilizado como meio rico de cultivo para leveduras. Ja no
estudo que caracteriza a expressdo destes genes em C. albicans, foi utilizado 0 meio RPMI
1640.

Os demais farmacos bloqueadores de canais de célcio testados, verapamil e diltiazem,
demonstraram efeitos antifngicos pouco promissores, com um maximo de 50% e 20% de
inibicdo de crescimento, respectivamente. Ademais, ao combina-los com fluconazol, ndo foi
possivel verificar atividade sinérgica. A diferenca de efeitos pode ser devido aos farmacos

pertencerem a classes diferentes e atuarem em canais distintos aos observados para amiodarona.
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Concluséo
Em suma, neste estudo foi demonstrada a eficicia do farmaco amiodarona contra
linhagens de C. neoformans e seu efeito sinérgico com fluconazol, in vitro. Mais estudos serdo
realizados para avaliar o efeito dessa combinagdo em modelos de infeccéo in vivo. Esses dados
reforcam a possibilidade deste farmaco ser utilizado na clinica combinado com fluconazol,
abrindo novas possibilidades de tratamento para a meningite criptocécica.
Aprovacao ética e consentimento para participar
Né&o aplicavel
Consentimento para publicacéo
Né&o aplicavel
Disponibilidade de dados e materiais
Né&o aplicavel
Interesses competitivos
A autora declara que ndo ha nenhum interesse competitivo.
Financiamento
CAPES e CNPg.
Contribuicdes dos autores
NKO e ES realizaram e analisaram todos os dados experimentais. LK projetou o estudo,
analisou os dados, coordenou o estudo e revisou 0 manuscrito. NKO escreveu 0 manuscrito.
Todos os autores leram e aprovaram o manuscrito final.
Agradecimentos
As agéncias de fomento CAPES e CNPq pelo auxilio financeiro.
Informac6es dos autores
Natalia Kronbauer de Oliveira é aluna de Biomedicina da Universidade Federal do Rio Grande

do Sul (UFRGS). Eamim Squizani € aluna de mestrado no Programa de Pos-Graduagdo em



364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

385

386

387
388
389
390

32

Biologia Molecular e Celular, Cbiot, UFRGS. Livia Kmetzsch é professora do Departamento
de Biologia Molecular e Biotecnologia, Instituto de Biociéncias, UFRGS.

Material adicional

Material adicional 1

Amiodarona apresenta sinergismo quando combinada com fluconazol em linhagens de C.
neoformans. As interagdes in vitro foram determinadas por meio de um método bidimensional
denominado checkerboard, no qual concentracGes crescentes de fluconazol foram combinadas
com concentracdes crescentes de amiodarona para verificacdo de efeito sinérgico de atuacao
entre elas. Os cultivos foram realizados em meio RPMI-1640, a 37 °C, por 48 horas, com
subsequente leitura de OD a 600nm para avaliar crescimento celular. (A) Linhagem selvagem
H99. (B) Linhagem mutante pmcl. (C) Linhagem mutante vcx1. (D) Linhagem mutante
pmclvexl. (E) Linhagem complementada pmcl::PMCL.

Material adicional 2

Verapamil e diltiazem n&o apresentam sinergismo quando combinados com fluconazol em
linhagens de C. neoformans. As interaces in vitro foram determinadas por meio de um método
bidimensional denominado checkerboard, no qual concentracdes crescentes de fluconazol
foram combinadas com concentracGes crescentes de amiodarona para verificacdo de efeito
sinérgico de atuacao entre elas. Os cultivos foram realizados em meio RPMI-1640, a 37 °C, por
48 horas, com subsequente leitura de OD a 600nm para avaliar crescimento celular. (A)
Linhagem selvagem H99 com farmaco verapamil. (B) Linhagem selvagem H99 com farmaco
diltiazem.

Material adicional 3

Lista de primers utilizados neste estudo.
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Tabela 1: Farmacos blogueadores de canais de calcio selecionados para avaliacdo de potencial atividade
antifingica

Farmaco Tratamento Mecanismo de acao Barreira
hematoencefalica
Amiodarona Arritmias Bloqueador de canais de célcio tipo T +
Verapamil Hipertensdo e angina Bloqueador de canais de célcio tipo L +
Diltiazem Hipertensdo e angina Blogueador de canais de calcio tipo L +

Tabela 2. Avaliacdo da suscetibilidade e interacéo entre farmacos para linhagens de C. neoformans

Linhagem MicC? MIC? combinagéo FIC index Interpretagéo®
AMD FLC AMD FLC
H99 125 0.5 3.125 0.25 0.75 Sinérgico
pmcl 6.25 0.5 1.56 0.25 0.75 Sinérgico
vexl 6.25 0.5 3.125 0.125 0.75 Sinérgico
pmclvexl 6.25 0.5 1.56 0.25 0.75 Sinérgico
pmcl::PMC1 125 0.5 3.125 0.25 0.75 Sinérgico

a Valores em pg/mL
b (Te Dorsthorst et al., 2002)
Abreviagbes: AMD — amiodarona; FLC — fluconazol

Legenda das figuras

Fig. 1: Determinacdo de concentracgdo inibitéria minima (MIC) de amiodarona para linhagens
de C. neoformans. Os cultivos foram realizados em meio RPMI-1640, a 37 °C, por 48 horas,
na auséncia ou presenca de amiodarona (0,78 a 12,5 pg/mL) com subsequente leitura de OD a
600nm para avaliar crescimento celular. (A) Linhagem selvagem H99. (B) Linhagem mutante
pmcl. (C) Linhagem mutante vcx1l. (D) Linhagem mutante pmclvexl. (E) Linhagem

complementada pmcl::PMCL.

Fig. 2: Sensibilidade de linhagens de C. neoformans a farmacos blogueadores de canais de
calcio. Os cultivos foram realizados em meio RPMI-1640, a 37 °C por 48 horas, na auséncia

ou presenca de farmaco (25 pg/mL a 400 pg/mL) com subsequente leitura de OD a 600nm para
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avaliar crescimento celular. (A) Sensibilidade da linhagem selvagem H99 ao farmaco

verapamil. (B) Sensibilidade da linhagem selvagem H99 ao farmaco diltiazem.

Fig. 3: Amiodarona nao afeta caracteristicas fenotipicas de C. neoformans. (A) Determinacéo
da medida da capsula polissacaridica em condi¢des indutoras de capsula (meio minimo, 37 °C,
5% CO.), na presenca ou auséncia de 1,56 pg/mL de amiodarona e subsequente contracoloracdo
com India Ink: ** P < 0.01. (B) Producdo de melanina em meio asparagina livre de glicose,
suplementado com L-DOPA, na presenca ou auséncia de 1,56 pg/mL de amiodarona. Incubacéo

a 37 °C, 200 rpm por até 72 horas e subsequente leitura de OD a 400 nm.

Fig. 4: Amiodarona nao altera os niveis de célcio intracelulares em C. neoformans. O nivel
relativo de calcio intracelular em H99 e pmcl foram determinados usando Fura-2 AM, na
presenca ou auséncia de 1,56 pg/mL de amiodarona. A concentracdo relativa de calcio
intracelular é expressa como a raz&o entre a fluorescéncia emitida a 505 nm com excitacdo de

340 ou de 380 nm.

Fig. 5: A expressdo relativa de genes envolvidos na via mediada por Ca?*-calcineurina sdo
afetados pela amiodarona. Os niveis de transcritos relativos referentes a transportadores de
calcio (ECAL, PMC1, VCX1 e CCHL1), calcineurina e o fator de transcricio CRZ1 foram
quantificados por RT-gPCR nas linhagens H99 e pmc1, na presenca ou auséncia de 6,81 pg/mL
de amiodarona. Os dados foram normalizados utilizando amplificacdo de actina a partir das

amostras de cDNA. *P < 0.05; **P < 0.01.
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Material adicional 1
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pmcivex1

pmc1::PMC1

B3 Control

3 Fluconazole 1pg/mL
3 Flconazole 0,5pg/mi
[0 Fluconazole 0,25ug/mbL
Flconazole 0,125pg/mL

3 Fluconazole 0,06pg/me

@3 Control

&3 Fluconazole 1pg/mL
B3 Fluconazole 0,5ug/mL
@ Filuconazole 0,25ug/mL
Fluconazole 0,125ug/mL
Fluconazole 0.06pg/mL

3 Control

3 Fuconazoke 1pg/mlL
B2 Flconazoe 0,5pg/mL
@D Fluconazole 0.25pgmL
3 Fluconazok 0,125pg/mL
Fluconazols 0.06pg/mL

@m Control

3 Fluconazole 1pgiml
B3 Fluconazole 0.5pg/mL
@3 Fluconazole 0,25pg/mL
Fluconazole 0.125ug/mL
Fluconazole 0.05pg/mL

E3 Control
B33 Fluconazole 1pg/mlL

B3 Fluconazole 0,5ug/mL
0D Fluconazole 0,25ug/ml
Fluconazole 0,125pg/mL
Fluconazole 0,06pg/mL
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Material adicional 2

H99

B3 Control

B3 Fiuconazole 1pg/mi
£ Fluconazoke 0,5pg/mL
D Fluconazole 0,25p9/mL
B3 Fluconazole 0,125pg/ml
B3 Flucenazole 0,08pg/mlL

Control

£33 Fluconazole 1pg/mL
3 Flconazole 0,5p9/ml
D Fluconazole 0,25ug/mL
B3 Fluconazole 0,125ug/mL
Fluconazole 0,06ug/mL

Q\\'b

Material adicional 3

Lista de primers utilizados neste estudo

PRIMER SEQUENCIA (5-3°)

RTVcxF ATCGCCTTGTTTGTCATTCCC
RTVcxR TCATCAGGACCATACCTTCCA
RTACTF CCTTCTACGTCTCTATCCAG
RTACTR TTTCAAGCTGAGAAGACTGG
CchlRTF GCAAACTCCGTCCCAACTAC
CchlRTR GCACCTCGTTCAGCAGATTC
EcalRTF GAGAGGCTTATGGCGAAAAC
EcalRTR ATGGCGAGGATGAATGAGAC
PmclRTF GCCAACCAATCTCTTCGTAC
PmclRTR TCTACCGCCTCTCTTACACC
CNAG04796F TGGCTCAGAAAAGACAAACGAG
(Calcineurina)

CNAGO04796R | TTCCGATACATCCGATAACCG
(Calcineurina)

CNAGO00156F CCGATAAGTGGATTGAAGGAAG
(Crz1)

CNAGO00156R | ATGGGATTGTGGAGAAGGAAC
(Crzl)
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

C. neoformans apresenta sensibilidade a amiodarona, com os mutantes nulos para
transportadores de célcio obtendo valores de concentracdo inibitéria minima (MIC)
mais baixos que as linhagens selvagem e complementada.

Amiodarona demonstrou interagir com fluconazol contra células de C. neoformans in
vitro. O FIC index calculado a partir dos MICs dos farmacos indicou sinergismo entre
eles.

Diltiazem e verapamil ndo apresentaram efeito antifingico e tampouco demonstraram
interagir sinergicamente com fluconazol.

Os fatores de viruléncia de C. neoformans, formacdo de capsula polissacaridica e
producéo de melanina, ndo apresentaram diferenca pela adicdo de amiodarona, apenas
um leve aumento da formacéao de capsula polissacaridica na linhagem complementada
pmcl::PMC1.

N&o foi possivel observar diferenca entre as linhagens de C. neoformans quanto a
determinacdo de célcio intracelular apds incubacdo com amiodarona. Isso pode ser
devido a concentracdo de amiodarona utilizada.

Uma reducdo no nivel de expressdo do fator de transcricdo Crz1 ocorreu na linhagem
pmcl ao adicionar amiodarona, bem como no transportador de calcio do reticulo
endoplasmatico Ecal. Para Cchl, parte do canal de célcio de alta afinidade na
membrana da célula, houve um aumento na expressdo na linhagem pmcl em
comparagao com o selvagem.

Esses dados reforgam a possibilidade deste farmaco ser utilizado na clinica combinado
com fluconazol, abrindo novas possibilidades de tratamento para a meningite
criptocécica.

As perspectivas sdo avaliar o efeito sinérgico entre amiodarona e fluconazol obtido in
vitro em modelo animal e selecionar mais farmacos bloqueadores de canais de calcio,

avaliando sua eficécia contra C. neoformans e seu sinergismo com fluconazol.
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The title page should:
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if a collaboration group should be listed as an author, please list the Group name as an author.
If you would like the names of the individual members of the Group to be searchable through
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section in accordance with the instructions below

indicate the corresponding author
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The Abstract should not exceed 350 words. Please minimize the use of abbreviations and do

not cite references in the abstract. The abstract must include the following separate sections:

Background: the context and purpose of the study
Results: the main findings

Conclusions: a brief summary and potential implications

Keywords

Three to ten keywords representing the main content of the article.
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The Background section should explain the background to the study, its aims, a summary of the

existing literature and why this study was necessary.
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This should include the findings of the study including, if appropriate, results of statistical

analysis which must be included either in the text or as tables and figures.

Discussion

For research articles this section should discuss the implications of the findings in context of
existing research and highlight limitations of the study. For study protocols and methodology
manuscripts this section should include a discussion of any practical or operational issues

involved in performing the study and any issues not covered in other sections.

Conclusions

This should state clearly the main conclusions and provide an explanation of the importance

and relevance of the study to the field.

Methods (can also be placed after Background)

The methods section should include:

the aim, design and setting of the study
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a clear description of all processes, interventions and comparisons. Generic names should
generally be used. When proprietary brands are used in research, include the brand names in
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If your manuscript does not report on or involve the use of any animal or human data or tissue,

this section is not applicable to your submission. Please state “Not applicable” in this section.

Consent for publication

If your manuscript contains any individual person’s data in any form (including any individual
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share your data, please state that data will not be shared, and state the reason.
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For some journals, deposition of the data on which the conclusions of the manuscript rely is an
absolute requirement. Please check the Instructions for Authors for the relevant journal and

article type for journal specific policies.

For all manuscripts, information about data availability should be detailed in an ‘Availability
of data and materials’ section. For more information on the content of this section, please see
the Declarations section of the relevant journal’s Instruction for Authors. For more information

on BioMed Central's policies on data availability, please see our editorial policies.
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Operating system(s): e.g. Platform independent
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Any restrictions to use by non-academics: e.g. licence needed
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Information on available repositories for other types of scientific data, including clinical data,

can be found in our editorial policies.
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PREPARING FIGURES

When preparing figures, please follow the formatting instructions below.

Figures should be provided as separate files, not embedded in the main manuscript file.

Each figure of a manuscript should be submitted as a single file that fits on a single page in
portrait format.

Tables should NOT be submitted as figures but should be included in the main manuscript file.
Multi-panel figures (those with parts a, b, c, d etc.) should be submitted as a single composite
file that contains all parts of the figure.

Figures should be numbered in the order they are first mentioned in the text, and uploaded in
this order.

Figures should be uploaded in the correct orientation.

Figure titles (max 15 words) and legends (max 300 words) should be provided in the main
manuscript, not in the graphic file.

Figure keys should be incorporated into the graphic, not into the legend of the figure.

Each figure should be closely cropped to minimize the amount of white space surrounding the
illustration. Cropping figures improves accuracy when placing the figure in combination with
other elements when the accepted manuscript is prepared for publication on our site. For more
information on individual figure file formats, see our detailed instructions.

Individual figure files should not exceed 10 MB. If a suitable format is chosen, this file size is
adequate for extremely high quality figures.

Please note that it is the responsibility of the author(s) to obtain permission from the
copyright holder to reproduce figures (or tables) that have previously been published
elsewhere. In order for all figures to be open access, authors must have permission from the
rights holder if they wish to include images that have been published elsewhere in non open
access journals. Permission should be indicated in the figure legend, and the original source

included in the reference list.
Figure file types

We accept the following file formats for figures:

EPS (suitable for diagrams and/or images)
PDF (suitable for diagrams and/or images)
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Microsoft Word (suitable for diagrams and/or images, figures must be a single page)
PowerPoint (suitable for diagrams and/or images, figures must be a single page)
TIFF (suitable for images)

JPEG (suitable for photographic images, less suitable for graphical images)

PNG (suitable for images)

BMP (suitable for images)

CDX (ChemDraw - suitable for molecular structures)

Figure size and resolution

Figures are resized during publication of the final full text and PDF versions to conform to the

BioMed Central standard dimensions, which are detailed below.

Figures on the web:

width of 600 pixels (standard), 1200 pixels (high resolution).

Figures in the final PDF version:

width of 85 mm for half page width figure
width of 170 mm for full page width figure
maximum height of 225 mm for figure and legend

image resolution of approximately 300 dpi (dots per inch) at the final size

Figures should be designed such that all information, including text, is legible at these
dimensions. All lines should be wider than 0.25 pt when constrained to standard figure widths.
All fonts must be embedded.

Figure file compression

Vector figures should if possible be submitted as PDF files, which are usually more compact
than EPS files.

TIFF files should be saved with LZW compression, which is lossless (decreases file size

without decreasing quality) in order to minimize upload time.
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JPEG files should be saved at maximum quality.
Conversion of images between file types (especially lossy formats such as JPEG) should be

kept to a minimum to avoid degradation of quality.

If you have any questions or are experiencing a problem with figures, please contact the

customer service team at info@biomedcentral.com.

PREPARING TABLES

When preparing tables, please follow the formatting instructions below.

Tables should be numbered and cited in the text in sequence using Arabic numerals (i.e. Table
1, Table 2 etc.).

Tables less than one A4 or Letter page in length can be placed in the appropriate location within
the manuscript.

Tables larger than one A4 or Letter page in length can be placed at the end of the document text
file. Please cite and indicate where the table should appear at the relevant location in the text
file so that the table can be added in the correct place during production.

Larger datasets, or tables too wide for A4 or Letter landscape page can be uploaded as additional
files. Please see [below] for more information.

Tabular data provided as additional files can be uploaded as an Excel spreadsheet (.xIs ) or
comma separated values (.csv). Please use the standard file extensions.

Table titles (max 15 words) should be included above the table, and legends (max 300 words)
should be included underneath the table.

Tables should not be embedded as figures or spreadsheet files, but should be formatted using
‘Table object’ function in your word processing program.

Color and shading may not be used. Parts of the table can be highlighted using superscript,
numbering, lettering, symbols or bold text, the meaning of which should be explained in a table
legend.

Commas should not be used to indicate numerical values.

If you have any questions or are experiencing a problem with tables, please contact the customer

service team at info@biomedcentral.com.
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PREPARING ADDITIONAL FILES

As the length and quantity of data is not restricted for many article types, authors can provide

datasets, tables, movies, or other information as additional files.

All Additional files will be published along with the accepted article. Do not include files such
as patient consent forms, certificates of language editing, or revised versions of the main
manuscript document with tracked changes. Such files, if requested, should be sent by email to

the journal’s editorial email address, quoting the manuscript reference number.

Results that would otherwise be indicated as "data not shown" should be included as additional
files. Since many web links and URLs rapidly become broken, BioMed Central requires that
supporting data are included as additional files, or deposited in a recognized repository. Please
do not link to data on a personal/departmental website. Do not include any individual participant
details. The maximum file size for additional files is 20 MB each, and files will be virus-scanned

on submission. Each additional file should be cited in sequence within the main body of text.

If additional material is provided, please list the following information in a separate section of

the manuscript text:

File name (e.g. Additional file 1)

File format including the correct file extension for example .pdf, .xls, .txt, .pptx (including name
and a URL of an appropriate viewer if format is unusual)

Title of data

Description of data

Additional files should be named "Additional file 1" and so on and should be referenced
explicitly by file name within the body of the article, e.g. 'An additional movie file shows this

in more detail [see Additional file 1]".



