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Pereira TC. Efeito do cloridrato de verapamil, cloridrato de fluoxetina e
paroxetina isolados e combinados com anfoteicina B contra Cryptococcus
neoformans: estudo in vitro e in vivo [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2019.

RESUMO

Cryptococcus neoformans sdo leveduras que acometem principalmente
individuos imunocomprometidos, podendo causar a meningoencefalite
dependendo do estado imunoldgico do hospedeiro. Os tratamentos convencionais
tém enfrentado grandes desafios. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar
os efeitos antifungicos dos farmacos cloridrato de verapamil (CV), cloridrato de
fluoxetina (CF) e cloridrato de paroxetina (CP) isolados e combinados com
anfotericina B (AmB) contra C. neoformans. Foram determinados os valores de
Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM)
de acordo com a técnica de microdiluicdo em caldo proposta pelo Comité Europeu
de Teste de Susceptibilidade Antimicrobiana (EUCAST). Posteriormente, foi
avaliada a atividade sinérgica dos farmacos combinados com AmB (EUCAST).
Os efeitos das CIMs e das concentracdes sinérgicas selecionadas foram avaliados
em biofilmes, quantificando a biomassa por cristal violeta e sua viabilidade por
contagem de colénias (UFC/mL). Aléem disso, foram analisados os efeitos dos
mesmos na capsula induzida desta levedura. Os ensaios in vivo foram realizados
em Galleria mellonella avaliando a toxicidade dos compostos e a eficacia por
analise de curva de sobrevivéncia e também o efeito em concentracdo de
hemdcitos. Os farmacos CV, CF e CP apresentaram valores de CIM de 113,9,6 e
41ug/mL, respectivamente, e quando combinados com AmB resultaram em vinte
concentracdes sinérgicas, e uma concentracdo de cada combinacao foi eleita para
0s ensaios seguintes. CV reduziu a biomassa do biofilme em até 38%, ja CF e CP
reduziram a biomassa de 22-30% quando isolados, e as combinacgdes reduziram
até 35 % da biomassa. O CP diminuiu a viabilidade do biofilme em até 25 % e
quando o CF e CP foram combinados com AmB a reducdo chegou a 11 %. Além
disso, todos os farmacos isolados e combinados reduziram o tamanho da capsula
da levedura, de 48-72 %. Em G. mellonella os farmacos ndo apresentaram
toxicidade, eficacia ou acdo na concentracdo de hemdcitos. Assim, os farmacos
avaliados apresentaram potencial antifingico frente C. neoformans em todos 0s
ensaios in vitro, podendo ser considerados novas alternativas para o tratamento
destes patdgenos.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans. Anfotericina B. Reposicionamento de
farmacos. Sinergismo.



Pereira TC. Effect of verapamil hydrochloride, fluoxetine hydrochloride and
paroxetine alone and combined with amphotericin B against Cryptococcus
neoformans: in vitro and in vivo study [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP):
Sao Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2019.

ABSTRACT

Cryptococcus neoformans are yeasts that mainly affect immunocompromised
individuals, and may cause meningoencephalitis depending on the immunological
state of the host. Conventional treatments have faced major challenges.
Verapamil hydrochloride (CV), fluoxetine hydrochloride (CF) and paroxetine
hydrochloride (CP) were isolated and combined with amphotericin B (AmB)
against C. neoformans. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and minimum
Fungicidal Concentration (CFM) values were determined according to the broth
microdilution technique proposed by the European Committee for Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST). Subsequently, the synergistic activity of drugs
combined with AmB (EUCAST) was evaluated. The effects of MICs and selected
synergistic concentrations were evaluated in biofilms, quantifying the biomass by
violet crystal and its viability by colony-forming unit analysis (CFU / mL). In
addition, the effects of the same in the induced capsule of this yeast were
evaluated. In vivo assays were performed in Galleria mellonella evaluating the
toxicity of the compounds and the efficacy by analysis of survival curve and also
the effect on hemocyte concentration. The CV, CF and CP drugs had MIC values
of 113, 9.6 and 41 ug / mL, respectively, and when combined with AmB resulted
in twenty synergistic concentrations, and a concentration of each combination
was chosen for the following trials. CV reduced biofilm biomass to 38%, while
CF and CP reduced biomass to 22-30% when isolated, and combinations reduced
to 35% of biomass. CP decreased biofilm viability to 25% and when CF and CP
were combined with AmB the reduction reached to 11%. In addition, all drugs
isolated and combined reduced the size of the yeast capsule to 48-72%. In G.
mellonella the drugs did not present toxicity, efficacy or action in the
concentration of hemocytes. We suggest that the liposolubility of the compounds
has been a limiting factor in vivo analyzes. Thus, the evaluated drugs presented
antifungal potential against C. neoformans in all in vitro assays, and could be
considered new alternatives for the treatment of these pathogens.

Keywords: Cryptococcus neoformans. Amphotericin B. Repositioning of drugs.
Synergism.




13

1 INTRODUCAO

As infecgdes fungicas invasivas aumentaram significativamente nas
ultimas décadas (Spitzer et al., 2017). Entre as causas dessa alta incidéncia esta o
aumento de pacientes imunocomprometidos, como os portadores do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) e individuos que passaram por tratamentos
quimioterapicos ou transplante de 6rgédos (Richardson, Lass-FI6rl, 2008; Spitzer
et al., 2017). Cerca de 90 % das mortes associadas a doencas fungicas estao
relacionadas com infecgdes causadas pelos géneros Cryptococcus, Candida,
Aspergillus e Pneumocystis (Brown et al., 2012).

O género Cryptococcus é composto por leveduras as quais podem ser
encontradas em fontes ambientais e no trato gastrointestinal de alguns animais,
como por exemplo de pombos, alem de estar presente em solo contaminado com
excretas dos mesmos (Casadevall, Perfect, 1998). As espécies Cryptococcus gattii
e Cryptococcus neoformans podem causar infecgcbes em humanos, acometendo
principalmente  individuos imunocompetentes e imunocomprometidos,
respectivamente (Wilson, 1957; Mitchell, Perfect, 1995; Casadevall, Perfect,
1998; Lester et al., 2011). Anualmente, sdo diagnosticados aproximadamente
200.000 casos de meningite causadas por Cryptococcus spp., € 0s tratamentos
convencionais utilizados vem enfrentando grandes desafios devido a alta
toxicidade e limitagbes farmacocinéticas (Afeltra, Verweij, 2003; Day et al.,
2013; Jarvis et al., 2014; Agustinho et al., 2018) .

As infeccdes causadas por Cryptococcus spp. ocorrem por inalacdo de
leveduras ou esporos que atingem os pulmdes causando primeiramente a
pneumonia, podendo evoluir para meningoencefalite dependendo do estado
imunoldgico do hospedeiro (Khawcharoenporn et al., 2007; Harris et al., 2013;
Coelho et al., 2014).
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Essa levedura possui diferentes fatores de viruléncia que auxiliam na
manutencéo da infeccdo e também na resisténcia ao sistema imune (Vidotto et al.,
1996; Archer, Peberdy, 1997). As leveduras sdo intracelulares facultativas, e
podem realizar suas atividades metabdlicas dentro de células fagociticas e resistir
a fagocitose (Alvarez, Casadevall, 2006, 2007). Para dificultar o reconhecimento
pelo sistema imunoldgico, C. neoformans possui a capsula polissacaridea que
auxilia na infeccéo e dificulta também a fagocitose devido ao aumento capsular
durante a infeccdo em mamiferos (Cross, Bancroft, 1995; Rivera et al., 1998;
Rakesh et al., 2008).

A produgéo de melanina também é um fator de viruléncia importante na
protecdo das leveduras contra ao sistema imune do hospedeiro e ao estresse
oxidativo, causado por altas temperaturas, raios UV e medicamentos antifungicos.
Além desses mecanismos de defesa citados, a levedura pode interferir no processo
de fagocitose e se proteger de radicais livres e agentes antimicrobianos, pois
possui a capacidade de formar células gigantes (Wang, Casadevall, 1994;
Casadevall et al., 2000; Van Duin et al., 2002; Okagaki et al., 2010; Zaragoza et
al., 2010). Além disso, C. neoformans € capaz de produzir e liberar enzimas que
degradam as células hospedeiras, como por exemplo as proteases, fosfolipases e
DNases (Vidotto et al., 1996; Archer, Peberdy 1997).

A formacéo de biofilme também é um dos fatores de viruléncia de
C. neoformans, pois contribui no aumento da resisténcia aos antifingicos e ao
sistema imune do hospedeiro (Martinez, Casadevall, 2006; Ramage, Williams,
2013). A formacdo do mesmo se da& pela liberacdo do polissacarideo
glucuronoxilomanana (GXM) nos tecidos durante a infec¢do fangica e podem
formar-se em equipamentos medicos protéticos no tratamento de
meningoencefalite criptocédcica (Martinez, Casadevall, 2005, 2007). Estudos
mostraram que os biofilmes de Cryptococcus spp. sdo resistentes aos farmacos

fluconazol e voriconazol, e suscetivel a anfotericina B (AmB) quando
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administrada em doses acima das consideradas terapéuticas, gerando um quadro
de toxicidade e ao surgimento de cepas mais resistentes aos antifungicos
convencionais (Fanning, Mitchell, 2012; Delattin et al., 2014).

Além do aumento na incidéncia das infeccdes fangicas e relatos de
resisténcia aos antifingicos, os medicamentos disponiveis estdo limitados e
apresentam alta toxicidade a qual pode ser explicada pela semelhanca entre as
células fungicas e humanas (Bicanic, Harrison, 2004; Arendrup 2014; Liu et al.,
2014). Assim, a busca por alternativas de tratamentos antifingicos tornou-se
imprescindivel.

O tratamento recomendado para criptococoses é realizado com AmB,
administrada pelo menos por duas semanas. Também pode-se utilizar a associacao
de AmB e flucitosina no mesmo periodo, ja para 0S casos mais graves 0S
tratamentos sdo realizados com fluconazol por pelo menos oito semanas. O
recurso terapéutico varia de acordo com a gravidade do paciente e geralmente
possui custo elevado o que dificulta a acessibilidade dos mesmos (Perfect, Cox,
1999; Merry, Boulware, 2016).

A AmB possui a capacidade de se ligar ao ergosterol e causar poros na
membrana celular fingica e consequentemente a perda do contetdo intracelular
alterando a permeabilidade da mesma (Zaragoza et al., 2005; Santos et al., 2012).
A flucitosina é um analogo das pirimidinas e age inibindo a sintese de acidos
nucleicos do fungo, ja o fluconazol e outros azdis, causam o rompimento das
membranas fungicas devido a interrup¢do na sintese de ergosterol (Santos et al.,
2012).

O tratamento com AmB pode causar aos pacientes quadros de disfuncdes
renais, febres, dores de cabeca e até convulsdes, e quando o tratamento € realizado
com flucitosina em concentragdes altas pode causar nauseas, vOmitos, e
problemas hematoldgicos (Benson, Nahata, 1988; Hamill, 2013; Vidal et al.,
2016).
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A busca por alternativas de tratamento para a criptococose tem sido
pesquisada por varios autores (Cruz et al., 1994; Liu et al., 2016; Ogundeji et al.,
2016; Joffe et al., 2017). Diferentes estratégias para evitar e combater as infec¢bes
fangicas, como por exemplo a imunoterapia e uso de vacinas em Qrupos
considerados de risco, modificagbes moleculares nos  compostos
convencionalmente utilizados, combinagbes de compostos com atividade
sinérgica e 0 reposicionamento de farmacos, tem apresentado resultados
promissores no combate as infec¢des fungicas (Oliveira et al., 2014; Gu et al.,
2016; Liu et al., 2016; Scorzoni et al., 2017).

As combinagdes entre compostos tém sido descritas como alternativa
terapéutica promissora. Com uso sinérgico de farmacos € possivel diminuir as
doses e seus efeitos tdxicos, além de aumentar a eficacia do tratamento e diminuir
a possibilidade de resisténcia antimicrobiana (Azevedo et al., 2015; Liu et al.,
2014). Um estudo realizado por Sangalli et al. (2016), avaliou a atividade
sinérgica da pedalitina e anfotericina B e mostrou que essa combinacdo pode ser
uma boa opc¢éo para o tratamento contra C. neoformans (Sangalli-Leite et al.,
2016). Portanto, sdo necessarios mais estudos envolvendo sinergismos, a fim de
identificar com maior precisao a eficacia dos tratamentos sinérgicos (Santos et al.,
2012).

Em relacdo ao reposicionamento, ou reutilizacdo de farmacos, para o
tratamento de outras doencgas, oferece vantagens em comparagdo ao
desenvolvimento de novos farmacos para tratamento de doencas fungicas, entre
essas a criptococose, isso porque os estudos envolvendo essa alternativa baseia-
se em toxicologia e farmacologia ja estabelecidas (Katragkou et al., 2016). Além
disso, o desenvolvimento de farmacos é um processo longo e com altos custos
(Oprea, Mestres, 2012; Katragkou et al., 2016) . A agéncia federal do
Departamento de Saude e Servigos Humanos dos Estados Unidos “Administracao

de Alimentos e Medicamentos” (Food and Drug Administration - FDA) aprovou
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a reutilizacdo de medicamentos existentes para a aplicacdo contra infeccdes
fangicas (Holbrook et al., 2017).

Estudos mostraram que farmacos utilizados para outras enfermidades
como estratégia no tratamento de doencas fangicas, podem apresentar atividade
antifangica de amplo espectro podendo ser utilizados sozinhos ou em combinacéo
com antifungicos convencionais (Afeltra, Verweij, 2003). Por exemplo, o
composto mebendazol, que € um anti-helmintico, possui atividade frente a
C. neoformans e C. gattii causando alteracdes morfoldgicas e é uma alternativa
promissora (Cruz et al., 1994; Joffe et al., 2017).

O blogueador dos canais de calcio, cloridrato de verapamil, tem sido
estudado no género Candida. Yu et al. (2013) reportaram que este fArmaco possui
atividade antifingica isolado e combinado com fluconazol ou tunicamicina em
biofilmes de C. albicans e relata que o farmaco pode ser uma alternativa para
aumentar a eficacia de antifingicos contra os biofilmes (Yu et al., 2013). Em outro
estudo, Yu et al. (2014) identificaram gque a acdo antifungica desse farmaco se da
pela capacidade do mesmo inibir o desenvolvimento de hifas, adesdo e
colonizacdo gastrointestinal, e sugere que o cloridrato de verapamil pode ser
considerado uma alternativa para a terapia antiflngica contra a espécie
C. albicans (Yu et al., 2014). Estudos envolvendo o cloridrato de verapamil frente
as outras leveduras, como Cryptococcus spp. ndo estdo bem descritos na literatura.

Os Inibidores Seletivos da Recaptacdo da Serotonina (ISRS) estdo sendo
estudados para o tratamento das candidoses (Lass-Florl et al., 2002; Zhai et al.,
2012; Oliveira et al., 2014; Costa et al., 2017). Estudos mostraram que 0s ISRS
(sertralina, fluoxetina e paroxetina) possuem atividade antifingica frente
leveduras de Candida spp. , e o farmaco fluoxetina reduz o biofilme maduro da
espécie, além disso, a combinacéo de fluconazol e fluoxetina resulta em atividade
sinérgica contra Candida spp. mostrando que os ISRS podem ser uma alternativa

promissora no tratamento de infec¢des fungicas (Oliveira et al., 2014; Costa et al.,
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2017). Porém, até o momento ndo ha relatos da atividade antifungica dos ISRS
(cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina) frente leveduras de
Cryptococcus spp.

Esses estudos realizados in vitro Sdo necessarios pois proporcionam
conhecimentos indispensaveis sobre os farmacos que serdo estudados, porém é
importante avaliar os mesmos em organismos complexos, realizando os ensaios
in vivo (Scorzoni et al., 2016).

O modelo in vivo Galleria mellonella € considerado um modelo de
infeccdo experimental confidvel (Junqueira, 2012; Maekawa et al., 2015). Seu
ciclo de vida inclui os estagios larvais e pupal antes da transformacéo final, sendo
o0 invertebrado normalmente utilizado em estudos no ultimo estagio larval (Fuchs
et al., 2010; Trevijano-Contador, Zaragoza, 2014). O sistema imunologico de
G. mellonella compartilha alto grau de similaridade com o sistema de defesa dos
vertebrados, possuindo a imunidade celular e humoral interligadas, beneficiando
0s estudos envolvendo viruléncia de patdgenos bacterianos e fangicos (Lionakis,
2011; Pereira MF et al., 2015; Pereira T et al., 2018).

Mylonakis et al. (2005) relataram que C. neoformans é capaz de infectar
G. mellonella e essas leveduras se proliferam dentro da hemolinfa matando a
larva. O resultado do tratamento com antifangicos nesse modelo possui correlagéo
com o que é observado em mamiferos (Mylonakis et al., 2005). O aumento de
sobrevivéncia das larvas foi relatado quando as mesmas foram infectadas com
C. neoformans e receberam doses sinérgicas de pedalitina e AmB (Sangalli-Leite
et al., 2016). Em outro estudo, foi reportado que os biofilmes de C. neoformans e
C. gattii foram mais virulentos em relacdo as celulas plancténicas em
G. mellonella, podendo compreender melhor a interagéo das leveduras em modelo
alternativo in vivo (Benaducci et al., 2016). Firacative et al. (2014) identificaram
que o tamanho da cépsula de C. gattii aumentaram consideravelmente em

mellonella, portanto, a infeccdo de Cryptococcus spp. no modelo mencionado
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possui diversas semelhancas com o que ocorre em mamiferos (Mylonakis et al.,
2005; Firacative et al., 2014).

Dessa forma, acredita-se que a descoberta de novos farmacos que possuem
atividades antifungicas isolados ou em combinagdo com outros farmacos € de
extrema importancia para futuros tratamentos das infeccOes causadas por
C. neoformans, e os estudos in vitro e in vivo em G. mellonela determinam a
efetividade dos farmacos no modelo em estudo (Mylonakis et al., 2005;
Kavanagh, Sheehan, 2018).



20

2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antifungica dos farmacos: cloridrato de verapamil,
cloridrato de fluoxetina, e cloridrato de paroxetina isolados e combinados com
anfotericina B frente leveduras de C. neoformans e analisar o efeito desses

farmacos, in vitro e in vivo em modelo invertebrado G. mellonella.

2.1.1 Objetivos especificos

a) avaliar a atividade dos farmacos: cloridrato de verapamil, cloridrato de
fluoxetina e cloridrato de paroxetina frente a C. neoformans pela técnica de
microdiluicdo em caldo e as concentragfes fungicidas minimas dos
mesmos, mediante de técnicas adaptadas e padronizadas baseadas no
Comité Europeu de Teste de Susceptibilidade Antimicrobiana (EUCAST);

b) avaliar a atividade antifingica desses farmacos buscando atividade
sinérgica quando combinados com anfotericina B;

c) analisar os efeitos dos farmacos isolados e da combinacdo sinérgica em
biofilmes e capsulas de C. neoformans;

d) investigar a toxicidade, eficacia e efeito na concentracdo hemocitaria dos

farmacos isolados e das combinac@es sinérgicas em modelo G. mellonella.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Micro-organismos e condic¢des de cultivo

Para a realizacdo dos ensaios, foi utilizada a cepa de referéncia ATCC
(The American Type Culture Collection) de Cryptococcus neoformans (ATCC
90112) e a cepa de Cryptococcus neoformans H99 (ATCC 208821) para as
andlises de capsulas, e como controle nos testes de microdiluicdo em caldo, foi
utilizada a cepa Candida krusei ATCC 6258. Todas provenientes do laboratério
de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia da
Universidade Estadual Paulista (ICT/UNESP) de Sao José dos Campos-SP. Todos
0s micro-organismos foram cultivados em agar Sabouraud dextrose.

Cryptococcus neoformans foi incubado por 48 h a 30 °C e C. krusei por
24 h a 37 °C antes dos experimentos. Durante os ensaios as incubagfes foram

realizadas a 37 °C para todos 0s micro-organismos.

3.2 Farmacos ndo-antifangicos e o antifungico AmB

Para a avaliagdo da atividade antifungica foram utilizados os farmacos
cloridrato de verapamil (FRAGON, Italia), cloridrato de fluoxetina (FRAGON,
Italia) e cloridrato de paroxetina (INFINITY Pharma, Hong Kong). O antifdngico
anfotericina B (Sigma-Aldrich), foi utilizado como controle em todos o0s
experimentos, além de ser utilizado nos ensaios sinérgicos. Todos os farmacos

foram obtidos comercialmente.
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3.3 Avaliacdo da atividade antifiingica dos farmacos in vitro

3.3.1 Determinagéo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) dos farmacos

Para a determinacédo da Concentracgéo Inibitoria Minima, os testes foram
realizados pela técnica de microdiluicdo em caldo de acordo com Comité Europeu
de Teste de Susceptibilidade Antimicrobiana (EUCAST), com algumas
modificacdes (EUCAST 2017).

Os farmacos foram diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO), posteriormente
0s mesmos foram diluidos na concentragdo de 1.000 UM em meio de cultura
RPMI -1640 (com L-glutamina, pH 7,0, sem bicarbonato de sodio) e acrescido de
2 % de glicose tamponado com acido 3- (N- morfolino) propanossulfonico
(MOPS) 0,165 M.

Foram realizadas dilui¢des seriadas de 100 pL de cada farmaco em placas
de 96 pocos, e as concentragdes finais podem ser observadas no quadro 1.

Como controle desse experimento foi utilizada AmB nas concentracdes:
8 ug/mL, 4 ug/mL, 2 pg/mL, 1 pg/mL, 0,5 pug/mL, 0,25 pg/mL, 0,12 pg/mL, 0,06
ug/mL e 0,03 pg/mL.

Quadro 1 - Diluiges seriadas dos farmacos

FARMACOS | DILUICOES DOS FARMACOS

Cloridrato de | pg/mL 227 113 56,7 283 14 7 35 1,7 08 04
verapamil

Cloridrato de | pg/mL 154 77 38 19 96 48 24 12 06 0,3
fluoxetina

Cloridrato de | pg/mL 164 82 41 20 10 5 25 12 06 03
paroxetina

Fonte: Elaborado pela autora.
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Apo6s as diluicdes seriadas dos farmacos, a suspensdo fangica foi
preparada. Para isso, C. neoformans foi cultivado em caldo Sabouraud a 30 °C por
48 h, com agitacdo de 150 rotacdes por minuto (rpm). Apds esse periodo, as
celulas foram coletadas por centrifugacdo a 5.000 rpm por 5 min, lavadas trés
vezes com tampdo fosfato-salino (PBS), padronizada a 2,5x10° células/mL e
preparada em RPMI 1640 (com L-gluatamina, sem bicarbonato de sédio e
acrescido de 2% de glicose) tamponado com MOPS 0,165 M, pH 7,0.

Foram acrescentados 100 pL de indculo 2,5x10° células/mL (5 x 10
celulas/poco) em cada poco da placa de 96 pocos e incubada na estufa a 37 °C
com agitacdo por 48 h. A levedura C. krusei ATCC 6258 foi utilizada como
controle do experimento, como preconizado pelo protocolo do EUCAST.

Os resultados foram analisados por leitura visual e espectrométrica a 530
nandmetros (nm) apos o periodo de incubacdo. A CIM foi considerada a menor
concentracdo em que se observou auséncia de turbidez indicando inibicdo do
crescimento fungico, como observa-se na figura 1A. Todos 0s experimentos

foram realizados em duplicata.

3.3.2 Determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM) dos

farmacos

Para o0 ensaio de CFM, placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose
foram previamente demarcadas de acordo com as posi¢des das diluicbes dos
farmacos e os controles presentes na placa de 96 pocos.

Apobs 0 tempo necessario de incubacdo para os testes de microdiluicao,
uma aliquota de cada um dos 96 pocos da placa de microdiluicdo foi retirada com

0 auxilio de um palito de madeira estéril e colocada em agar Sabouraud nas placas
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previamente demarcadas. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 h e apds este
periodo foi observado o crescimento ou ndo de colbnias e as respectivas
concentragdes, como demonstrado na figura 1B. A CFM é determinada pela

menor concentracdo onde ndo se observa o crescimento de colonias.

Figura 1 — Representacéo do procedimento para determinacdo da CIM e CFM dos

farmacos

Legenda: A) representa o ensaio de microdiluigdo em caldo onde os circulos vermelhos indicam a CIM
dos farmacos nédo-antifingicos. B) representa o ensaio de CFM dos mesmos. Em ambas imagens os
circulos verdes representam a CIM e CFM da AmB, respectivamente.

Fonte: Elaborado pela autora.

3.3.3 Avaliacdo do efeito combinatdrio dos farmacos com anfotericina B

A atividade sinérgica dos farmacos foi avaliada pela técnica “tabuleiro de

xadrez”. A técnica € baseada no teste de sensibilidade por microdiluicdao em caldo

preconizada pelo EUCAST (EUCAST 2017). O meio de cultura RPMI 1640 (com
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L-gluatamina, sem bicarbonato de sédio e acrescido de 2% de glicose) tamponado
com MOPS 0,165M, pH 7,0 foi utilizado no ensaio.

Os farmacos foram adicionados nas placas em concentracfes quatro vezes
maiores em relacdo ao valor da concentragdo final e foram realizadas diluicOes
seriadas. Em relacdo ao antifngico anfotericina B, 0 mesmo ja estava diluido em
diferentes concentracdes e foi adicionado nas placas em concentracdes quatro
vezes maiores a concentracao final desejada.

Para isso, na coluna 1 de A a D, foi adicionado 200 uL de RPMI, como
controle negativo, e na mesma coluna, de E a H, foi adicionado 100 pL de RPMI
juntamente com 100 pL de suspensdo flingica padronizada em 2,5x10°
celulas/mL, como controle positivo. Na fileira H, foi acrescentado o farmaco néo
antifangico (1), nos pocgos 2 ao 11, e realizado dilui¢cdes seriadas de 100 pL. O
mesmo ocorreu na fileira 12 (de A a H), porém utilizando o antifingico AmB (2).
Nas fileiras de A a G, foram colocados 50 pL do farmaco 1 em diluicdes seriadas
(cada fileira uma diluic@o). Nas colunas de 2 ao 11, de A a G, foi adicionado 50
WL do farmaco 2 onde cada coluna havia uma concentragao diferente, o farmaco
2 foi previamente preparado nas todas concentragcOes desejadas. Portanto, na placa
pode-se observar a inibicdo do crescimento de C. neoformans frente a dois
farmacos isolados e combinados.

No quadro 2, pode-se observar a disposicdo dos farmacos e as
concentracdes finais dos mesmos na placa. A concentracdo da suspensao fangica
foi padronizada em 2,5x10° células/mL em meio RPMI 1640, conforme o item
3.3.1. Foram colocados 100 pL de indculo em todos os pogos, exceto no controle
negativo da coluna 1 de A a D. As placas foram incubadas a 37° C por 48 h, com
agitacdo de 150 rpm. Apos o periodo de incubacédo, foram analisadas por leitura
visual e espectrométrica a 530 nm. O resultado do experimento é a menor
concentracdo de cada farmaco, que inibiu o crescimento fangico, representado por

auséncia de turbidez.
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Quadro 2 - Esquema de combinacdo do farmaco 1 (cloridrato de paroxetina) e

farmaco 2 (anfotericina B) na placa de 96 pocos, simulando a técnica “tabuleiro

de xadrez” (EUCAST, 2017)

1 2 3 4 & 6 7 8 9 10 11
A | C+ |41 41 41 41 41 41 41 41 41 41
2 1 05 (0,25 |0,125|0,06 | 0,03 | 0,01 | 0,005 | 0,005
B C+ |20,5|205|205 205 (205 |20,5|20,5|20,5 |205 |205
2 1 05 (0,25 (0,125|0,06 | 0,03 | 0,01 | 0,005 | 0,005
c |C+ (10,2 |10,2 |10,2 |10,2 | 10,2 |10,2 |10,2 |10,2 |10,2 | 10,2
2 1 05 |0250,125|0,06 | 0,03 | 0,01 | 0,005 | 0,005
D |C+ |51 |51 |51 |51 |51 51 |51 |51 |51 51
2 1 05 (0,25 (0,125|0,06 | 0,03 | 0,01 | 0,005 | 0,005
E C- (25 |25 |25 |25 |25 25 |25 |25 |25 2,5
2 1 05 (0,25 (0,125|0,06 | 0,03 | 0,01 | 0,005 | 0,005
F C- |1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 1 05 (025 0,125 | 0,06 | 0,03 | 0,01 | 0,005 | 0,005
G |C- |05 |05 |05 |05 |05 05 |05 |05 |05 0,5
2 1 05 (0,25 |0,125|0,06 | 0,03 | 0,01 | 0,005 | 0,005
H |C-

12

Legenda: Esquema representativo em cores, onde o farmaco 1 e suas concentra¢des estdo representados
pela cor azul, e o farmaco 2 e suas concentragdes pela cor vermelha. O controle positivo esta
representado pelo C+ e o negativo pelo C-.

Fonte: Elaborado pela autora.

Para avaliar o efeito sinérgico dos farmacos, foi adotado o indice de

concentracdo inibitoria fracionaria (ICIF), que classifica as combinacdes em

sinérgicas, aditivas, indiferente ou antagonicas. O ICIF é calculado através da

soma da concentracdo inibitoria fracionada (CIF) do composto 1 mais a CIF do

composto 2.

A ICIF pode ser definida como:
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CIM combinada N CIM combinada

CIM farmaco 1 isolado CIM farmaco 2 isolado

Uma combinagdo foi considerada sinérgica a uma ICFI <0,5, aditiva
quando ICFI é >0,5 e <1,0, indiferente quando ICFI> 1 e < 4 ¢ antagonista em
ICFI> 4,0. A mesma formula foi utilizada para calcular o indice de concentracdo
fungicida fracionéria (ICFF), usando valores CFM em vez de CIM (Odds, 2003).

3.3.4 Formacéo do biofilme de C. neoformans

Os biofilmes foram formados de acordo com Martinez, Casadevall (2006),
com algumas modificacbes (Martinez, Casadevall, 2006). A suspensdo fungica
foi preparada em caldo Sabouraud, incubada a 30 °C por 48 h, com agitacdo de
150 rpm. Apds o periodo de incubacdo, as células foram coletadas por
centrifugacdo, lavadas trés vezes com PBS e a concentragdo de 108 células/mL foi
padronizada com o auxilio da Camara de Neubauer e preparada em meio RPMI
1640 (com L-gluatamina, sem bicarbonato de sddio e acrescido de 2% de glicose)
tamponado com MOPS 0,165 M, pH 7,0.

Para a formacédo do biofilme, foram adicionados 100 pL da suspenséo
flngica de 108 células/mL em pocos individuais de poliestireno em placas de 96
pocos (N=10/grupo). Posteriormente as placas foram incubadas a 37 °C sem
agitacdo por um periodo de 5 h (pré-adesédo), em seguida foi trocado o meio de
cultura dos pogos. As placas foram incubadas novamente por 48 h e a cada 24 h
ocorreu a troca do meio de cultura para manter o0s nutrientes necessarios para as

células.
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Ap0s este periodo de incubacdo, os pogos foram lavados trés vezes com
PBS para a remocdo de leveduras ndo aderentes. Células que permanecerem

aderidas a superficie foram consideradas verdadeiros biofilmes.

3.3.5 Tratamento do biofilme

Apos o periodo de 48 h de incubacgéo do biofilme, 0 mesmo foi tratado por
24 h com 100 pL dos farmacos isolados cloridrato de verapamil, cloridrato de
fluoxetina e cloridrato de paroxetina nos valores de CIM (1 x CIM) e duas vezes
a CIM (2 x CIM), e tratados com duas vezes as combinacdes sinérgicas eleitas
destes farmacos juntamente com anfotericina B (2 x farmaco 1 e AmB). O valor
de CIM dos farmacos isolados foi obtido no ensaio de CIM realizado
anteriormente, j& as concentracdes sinergicas foram determinadas de acordo com
0 resultado obtido no ensaio do efeito combinatorio dos compostos com
anfotericina B. Todos os ensaior foram realizados com n=10.

Foram incluidos neste ensaio os controles de esterilidade (controle
negativo) utilizando meio de cultura sem acréscimo de fungo, e biofilmes sem
tratamento (controle positivo).

O efeito dos farmacos isolados e das combinacbes na biomassa do
biofilme foi quantificado a partir da coloragéo por Cristal Violeta, e o efeito na
viabilidade do biofilme a partir da contagem de Unidades Formadoras de Col6nias
(UFC/mL).
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3.3.6 Avaliacao da biomassa pela coloracéo Cristal Violeta

A quantificagcdo da biomassa do biofilme de C. neoformans foi avaliada
pela coloracdo por Cristal Violeta conforme Mowat et al. (2007), com algumas
modificacdes (Mowat et al., 2007).

Os biofilmes foram formados em meio RPMI 1640 (com L-gluatamina,
sem bicarbonato de sédio e acrescido de 2% de glicose) tamponado com MOPS
0,165M, pH 7,0, em placas de 96 pocos por 48 h sem agitacdo, conforme o item
3.3.4. A sequir, os biofilmes formados foram incubados com os tratamentos por
24 h.

Apbs o periodo de tratamento do biofilme, os farmacos foram retirados
dos pocos e os mesmos foram lavados trés vezes com PBS para remocéo de
células ndo aderentes. Posteriormente, foram adicionados 100 pL de etanol
absoluto por 20 min para fixagdo dos mesmos. Em seguida o etanol foi retirado e
a placa incubada a 37 °C por 24 h para secagem total. Apds este periodo, foi
adicionado 100 pL do corante Cristal Violeta a 0,5 % por 15 min. O corante foi
retirado e os pocgos lavados novamente para retirar o excesso de coloragédo, 0s
biofilmes foram descorados pela adicdo de 100 pL de etanol absoluto e
homogeneizados gentilmente com pipeta por 1 min.

Por fim, as solucdes dos pocos foram transferidas para nova placa de 96
pocos e lida no espectrofotometro a 570 nm. As densidades dpticas (DOs) foram
proporcionais a quantidade de biomassa do biofilme, compreendida pelo material
extracelular.

Como controles deste ensaio, foram utilizados biofilmes sem tratamento,

e pocos contendo somente os meios de cultura (controle de esterilidade).
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3.3.7 Determinacao de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC/mL)

Apbs o periodo de incubacgéo do tratamento do biofilme, conforme o item
3.3.5, os pogos foram lavados trés vezes com PBS. Em seguida, foi utilizado o
homegeneizador ultra-sonico (Sonics Vibra Cell, Connecticut, USA) com
poténcia de 50 W, por 20 s nos pocos para dispersdo das células aderidas nos
pocos, como demonstrado na figura 2A.

Foram realizadas diluices decimais das suspensbes dos biofilmes
utilizando PBS (Figura 2B), e posteriormente as mesmas foram semeadas (5 L)
com n =6, em placas contendo agar Sabouraud dextrose.

As placas foram incubadas a 37 °C por 48 h e as colonias foram contadas
para determinacéo das unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL),

representado na figura 2C.

Figura 2 - Representacdo do ensaio de UFC

N

Legenda: A) demonstra a utilizacdo do homegeneizador ultra-sénico para a dispersdo das células dos
biofilmes. B) representa 0 método utilizado para realizar as diluicdes decimais em placas de 96 pocos.
C) ilustra as placas com as UFCs em dilui¢des seriadas ap6s serem incubadas por 48 h a 37 °C.

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.3.8 Efeitos dos farmacos isolados e das combinacdes sinérgicas sobre a

capsula de C. neoformans

Cryptococcus neoformans cepa H99 (ATCC 208821) passou por
procedimento de inducdo da cédpsula de acordo com protocolo descrito por
Zaragoza e Casadevall (2004). Para isso C. neoformans foi cultivado em 10 mL
de meio Sabouraud com agitacdo (150 rpm) por 48 h a 30 °C. Apds a incubacéo,
as células foram coletadas por centrifugacdo, por 5 min a 5000 rpm, lavadas trés
vezes com PBS e padronizadas em 5x10° células/mL. Apés a padronizacgdo, as
celulas foram incubadas em tubos de 1,5 mL, contendo 1000 uL do meio de
inducdo de capsula (Sabouraud diluido 1/10 em 50 mM de MOPS, pH 7,3), por
24 ha37°C.

Posteriormente, as células com as capsulas induzidas receberam o
tratamento com as concentragdes sub-inibitorias relacionadas as CIMs dos
farmacos isolados, e com as trés concentracdes sinérgicas selecionadas. Como
controle, foi utilizada células com as capsulas induzidas sem tratamento, e células
sem inducdo de cépsula. O tratamento foi realizado por 24 h com agitacéo, a
37 °C. Para a analise, as celulas foram coradas por Tinta da China (Nankin,
Acrilex) e analisadas com o auxilio do microscopio optico (Zeiss, Germany) com
0 aumento de 400 vezes.

O tamanho da cépsula foi calculado utilizando o Software ImageJ, para
isso foram medidos o corpo da célula juntamente com a capsula das células que
sofreram inducdo da mesma, e posteriormente somente o corpo da célula. Nas
figuras 3A e 3B é possivel observar as zonas de medidas citadas.

Apos as medigdes foi realizada a subtragéo desses dois valores, obtendo o

valor referente ao tamanho da capsula da levedura.
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Figura 3 - Esquematizacdo da inducdo de cépsula e o corpo celular de

C. neoformans

Z1 71

72 e
72

Legenda:A) C. neoformans sem inducdo de capsula.B) C. neoformans ap6s inducdo da capsula.Z1=
corpo da célula.Z2=somente a capsula.
Fonte: Elaborado pela autora.

3.4 Atividade antifungica in vivo em modelo experimental G. mellonella

As larvas de G. mellonella utilizadas nesse estudo foram cultivadas no
Laboratério de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia/
UNESP Séo Joseé dos Campos —SP como descrito por Jorjdo et al. (2017). Para o0s
experimentos foram utilizadas G. mellonella em ultimo estagio larval com peso
corporal de 250-300 mg e sem alteracGes de cor.

Foram utilizadas 10 larvas para cada grupo e as mesmas foram
armazenadas em placas de Petri uma noite anterior aos experimentos e incubadas
a 37 °C, com auséncia de luz e sem alimentacdo, como pode ser observado na

figura 4.
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Figura 4 - Incubacédo das larvas em placas de Petri antes dos experimentos,

protegidas da luz e sem alimentacao

Fonte: Elaborado pela autora.

Antes de iniciar os experimentos, as regides das prolegs foram limpas com
etanol 70 % e a seringa de precisdo (Hamilton Inc., EUA) foi utilizada a realizagéo
das inoculagdes, conforme a figura 5.

Os grupos controles foram as larvas sem manuseio e injetadas com PBS.
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Figura 5 - Demonstracdo da inoculacédo utilizando a seringa Hamilton Inc., EUA,

na proleg da larva

Fonte: Elaborado pela autora.

3.4.1 Ensaio de toxicidade dos farmacos

Para 0 ensaio de toxicidade dos farmacos, os trés farmacos foram
utilizados: cloridrato de verapamil, cloridrato de fluoxetina e cloridrato de
paroxetina.

Cada farmaco foi diluido em DMSO na concentracdo inicial de 400
mg/mL, e posteriormente as concentraces desejadas foram transformadas em
doses de acordo com o peso das larvas. A partir dessa concentracéo inicial, cada
farmaco foi preparado nas concentracdes finais correspondentes a 1 x CIM, 2 x
CIM, 3 x CIM e diluido em PBS em tubos de 1,5 ml.

Apds a preparacdo dos farmacos, as larvas receberam 10 pL das
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concentracdes na Ultima proleg direita. Os grupos de cada concentracdo foram
formados com 10 larvas, totalizando 4 grupos (PBS, 1 x CIM, 2 x CIM, 3 x CIM),
sendo o grupo PBS considerado o controle do experimento.

Apobs as inoculagdes, as larvas foram incubadas a 37 °C por 7 dias. Durante
esse periodo, as larvas foram monitoradas diariamente, por inspecdo visual

baseado na falta de movimento ao ser tocada. O ensaio foi realizado em duplicata.

3.4.2 Contagem de hemacitos

Grupos com 10 larvas cada foram tratados com os farmacos cloridrato de
verapamil, cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina, nas concentragoes
correspondentes a 1 x CIM, 2 x CIM e 3 x CIM. As larvas foram incubadas em
placas de Petri a 37 °C durante 3 h.

Posteriormente, a hemolinfa de cada a larva foi coletada individualmente
em tubos de 1,5 mL e diluida 1:20 em solucdo anticoagulante gelada (2 % de
Cloreto de sddio - NaCl, 0,1M glicose, 30 mM citrato de sédio, 26 mM acido
citrico, 10 mM acido etilenodiaminotetracético-EDTA) para a contagem dos
hemaocitos. Neste ensaio analisamos se houve alteracdes nas quantidades de
hemdctos em G. mellonella ocasionados pelos tratamentos com farmacos.

O namero de hemacitos foi quantificado utilizando Camara de Neubauer.

Como controle foram usadas larvas tratadas com PBS.
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3.4.3 Padronizacdo da dose letal de C. neoformans por ensaio de

sobrevivéncia

Antes dos ensaios de tratamentos, foi realizada a padronizagdo da dose
letal de C. neoformans para G. mellonella. Para isso, foram utilizadas trés
concentragOes de C. neoformans para determinar a concentragéo do inoculo ideal
capaz de matar as larvas dentro de 7 dias e como controle dos experimentos foi
utilizado um grupo injetado com PBS e larvas sem manuseio.

As concentragdes utilizadas neste experimento foram 10°, 5x10°, 107
celulas/larva com o total de 10 larvas para cada concentracdo. Essas
concentracgdes foram baseadas no estudo de Sangalli et al. (2016).

O cultivo da levedura foi realizado de acordo com item 3.3.1, a suspensao
foi padronizada em PBS nas concentraces desejadas e inoculadas 10 pL da
mesma na ultima proleg esquerda de cada larva. Posteriormente, as larvas foram
incubadas em placas de Petri, a 37 °C durante 7 dias.

Durante esse periodo, as larvas foram monitoradas diariamente por
inspecdo visual baseado na falta de movimento ao ser tocada. O ensaio foi

realizado em duplicata.

3.4.4 Efeito do tratamento de farmacos isolados e combinados com AmB in

Vivo

Os ensaios de eficacia dos farmacos isolados e das combina¢es sinérgicas
foram realizados apds as padronizacdes necessarias.

As larvas foram infectadas com a suspensdo fangica letal eleita no item
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anterior e tratadas com os farmacos isolados (cloridrato de verapamil, cloridrato
de fluoxetina e cloridrato de paroxetina) nas concentragdes 1 X CIM, 2 x CIM e
3 x CIM, e com a combinacdo sinérgica desses compostos e AmB, nas
concentracOes de 1 x Sinergismo, 2 x Sinergismo e 3 X Sinergismo. Como
controle, foi utilizado um grupo que recebeu somente PBS e um grupo que
recebeu a suspensdo fungica sem tratamento.

Os antifungicos foram administrados 1 h apés a infecgdo. Posteriormente,
as larvas foram incubadas a 37 °C e a sobrevivéncia monitorada diariamente
durante 7 dias consecutivos. Para cada experimento, foram utilizados grupos

contendo 10 larvas. Os ensaios foram realizados em duplicata.

3.5 Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos a anélise estatistica utilizando o
software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). Os dados
obtidos pelos testes de atividade antifungica em biofilmes e efeito dos farmacos
sobre a capsula passaram pelo One-way ANOVA (Tukey) e teste t (Mann-
Whitney test) com nivel de significancia de p < 0.05. As curvas de sobrevivéncia

em Galleria mellonella foram analisadas pelo teste de Log-rank (Mantel-Cox).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo dos farmacos nao-antifangicos in vitro

4.1.1 Determinagéo da CIM e CFM dos farmacos

A avaliacéo da susceptibilidade de C. neoformans aos farmacos mostrou
que essa levedura foi sensivel aos trés farmacos avaliados, como pode ser
observado na tabela 1. Os compostos também apresentaram como CFM o0s

mesmos valores de CIM.

Candida krusei foi utilizada como controle, a CIM da AmB apresentou
0,5 pg/mL.

Tabela 1 - Concentracéo Inibitoria Minima e Concentracdo Fungicida Minima dos

farmacos
Farmacos CIM (pg/mL) CFM
(Hg/mL)
CVv 113 113
CF 9,6 9,6
CP 41 41
AmB 0,5 0,5

Legenda: CIM: Concentragdo Inibitéria Minima; CFM: Concentracdo Fungicida minima; AmB:
anfotericina B; CV: cloridrato de verapamil; CF: cloridrato de fluoxetina; CP: cloridrato de paroxetina.
Fonte: Elaborado pela autora.



39

4.1.2 Avaliacéo do efeito combinatdrio dos compostos com anfotericina B

A avaliacdo do efeito sinérgico dos farmacos cloridrato de verapamil,
cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina com a anfotericina B,
apresentaram valores sinérgicos, de acordo com o célculo de ICIF, como pode ser
observado na tabela 2.

As combinacdes de cloridrato de verapamil e AmB (CV+AmB), cloridrato
de fluoxetina e AmB (CF+AmB), e cloridrato de paroxetina e AmB (CP+AmB),
resultaram em dez, quatro e seis concentragdes sinérgicas, respectivamente. Todas
as concentracdes reduziram significativamente os valores de CIM dos farmacos e
AmB.
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Tabela 2 - Valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos farmacos
sozinhos e combinados com anfotericina B contra C. neoformans, e a verificacao

da atividade dos farmacos quando combinados.

Uso isolado | Combinacdo | Valores ICIF Reducdo da CIM

Combinacao 1FCIM2F 1F 2F 1F 2F

Cv+AmB 113 05 28,3 0,125 0,50 3 X 4 X
Cv+AmB 113 05 28,3 0,06 0,37 3 X 8 X
Cv+AmB 113 05 14 0,125 0,37 8 X 4 X
Cv+AmB 113 05 14 0,06 0,24 8 X 8 X
Cv+AmB 113 05 7 0,125 0,31 16 X 4 X
CV+AmB 113 05 7 0,06 0,18 16 x 8 X
Cv+AmB 113 05 3,5 0,125 0,28 32 x 4 X
CVv+AmB 113 05 35 0,06 0,15 32 X 8 X
Cv+AmB 113 05 1,7 0,125 0,26 66 X 4 X
Cv+AmB 113 05 1,7 0,06 0,13 66 X 8 X
CF+AmB 96 05 24 0,125 0,50 4 X 4 X
CF+AmB 96 05 24 0,06 0,37 4 X 8 X
CF+AmB 96 05 12 0,125 0,37 8 X 4 X
CF+AmB 96 05 12 0,06 0,24 8X 8X

CP+AmMB 41 05 5 0,125 0,37 8 X 4 X
CP+AmB 41 05 5 0,06 0,24 8 X 8 X

CP+AmB 41 05 25 0,125 0,31 16 x 4 X
CP+AmB 41 0,5 25 0,06 0,18 16 x 8 X

CP+AmB 41 05 12 0,125 0,27 34 x 4 X

CP+AmB 41 05 12 0,06 0,14 34 x 8 X

Legenda: 1F: primeiro farmaco (ndo-antifungico); 2F: segundo farmaco (anfotericina B); CV: cloridrato
de verapamil; CF: cloridrato de fluoxetina; CP: cloridrato de paroxetina.
Fonte: Elaborado pela autora.
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4.1.3 Avaliacdes dos compostos e combinagdes em biofilme de C. neoformans

Para o tratamento do biofilme, foram usadas as concentragdes 1 x CIM e
2 X CIM de cada farmaco isolado (cloridrato de verapamil, cloridrato de fluoxetina
e cloridrato de paroxetina) e duas vezes a concentracdo sinérgica baseada nos
valores de ICIF.

Todas as concentracgdes dos farmacos avaliadas no biofilme estéo descritas

na tabela 3.

Tabela 3 - Concentragfes dos farmacos isolados e em concentragdes sinérgicas

para avaliacOes dos efeitos em biofilmes

Tratamentos do biofilme

(N =10)
Farmacos isolados CIM
1) 1xCV 113 pg/mL
2) 2xCV 226 p/mL
3) 1xCF 9,6 pg/mL
4) 2xCF 19,2 pg/mL
5) 1 x CP 41 pg/mL
6) 2xCP 82 pg/mL
Farmacos sinérgicos Farmaco 1 AMB
(2x) (2x) (2x)
1) CV+AmB 14 ug/mL 0,12 pg/mL
2) CF+AmB 4,8 pg/mL 0,24 pg/mL
3) CP + AmB 5 pg/mL 0,12 pg/mL

Legenda: CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; CV: cloridrato de verapamil; CF: cloridrato de
fluoxetina; CP: cloridrato de verapamil; Farmaco 1: ndo-antifungico; Farmaco 2: anfotericina B.
Fonte: Elaborado pela autora.
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4.1.4 Quantificacdo da massa do biofilme a partir da coloracdo por Cristal

Violeta

Todos os farmacos isolados avaliados nas concentracfes equivalentes a 1
X CIM e 2 x CIM, apresentaram reducdo da biomassa significativa em relacdo ao
controle sem tratamento (p<0,5), como pode ser observado na figura 6.

As concentracdes de 1 x CIM de CV e 2 x CIM de CV apresentaram
reducbes da biomassa equivalentes a 38 % (p=0,0002) e 27 % (p=0,0048),
respectivamente. J& para as concentracdes 1 x CIM de CF e 2 x CIM de CF as
reducdes foram de 28 % (p=0,0013) e 22 % de reducéo (p=0,0216). Por fim, 1 x
CIM de CP e 2 x CIM de CP a reducdo chegou a 36 % (p=0,0002) e 32 %
(p=0,0010), respectivamente.

Figura 6 - Quantificacdo da biomassa por Cristal Violeta apds tratamentos com os

farmacos isolados no valor de CIM

Tratamento
E 151 Farmacos isolados
= [ Controle
= O 1 xCIM-CV
= 1.04{= , . 0 2xCIM-CV
£ L i + * [ 1xCIM-CF
& @ 2 xCIM-CF
2 0.5- B 1 xCIM-CP
= B 2xCIM-CP
=
2 0.0

Legenda: CIM:Concentragdo Inibitéria Minima; CV — cloridrato de verapamil; CF — cloridrato de
fluoxetina; CP — cloridrato de paroxetina; AmB: anfotericina B. 1 x CIM — CV (113 pg/mL), 2 x CIM
—CV (226 pg/mL), 1 x CIM — CF (9,6 pg/mL), 2 x CIM — CF (19,2 pg/mL), 1 x CIM — CP (41 pg/mL)
e 2 x CIM —CP (82 ug/mL). O asterisco (*) indica significancia estatistica (p < 0,5) em relacdo ao
controle sem tratamento.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Em relacdo as combinacBes sinérgicas avaliadas neste ensaio, a
combinacéo de cloridrato de verapamil (14 pg/mL) e anfotericina B (0,12 pg/mL)
nédo apresentou reducdo significativa da biomassa do biofilme.

Em contrapartida, a combinacdo de cloridrato de fluoxetina (4,8 pg/mL)
e anfotericina B (0,25 pg/mL) apresentou 35 % de reducdo (p= 0.0031) da
biomassa em 24 h de tratamento. Além disso, a AmB (0,25 pug/mL) quando
avaliada isoladamente apresentou 27 % (p=0,022) de reducao do biofilme, similar
ao que ocorreu quando testada a combinacdo de cloridrato de paroxetina (5
ug/mL) e anfotericina B (0,12 pg/mL) que também reduziu 27 % da biomassa
(p=0,0499) nas mesmas condicdes (Figura 7).
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Figura 7 - Quantificacdo da biomassa por Cristal Violeta ap6s tratamentos

sinérgicos
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Legenda: CV — cloridrato de verapamil; CF — cloridrato de fluoxetina; CP — cloridrato de paroxetina;
AmB: anfotericina B. O asterisco (*) indica significancia estatistica (p < 0,5) em relagdo ao controle
sem tratamento.

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.1.5 Quantificacdo das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC/mL)

Os efeitos dos farmacos isolados e das combinagdes sinérgicas na
viabilidade celular do biofilme foi determinado pela quantificacdo de UFC.

O biofilme de C. neoformans tratado com os farmacos isolados nao
apresentou reducdo estatistica da viabilidade celular nas concentracdes testadas,
exceto em 2 x CIM do CP (p=0,0301), como pode ser observado na figura 8. A
concentracdo mencionada reduziu 25 % da viabilidade celular quando comparada

ao controle sem tratamento.

Figura 8 - Quantificacdo da viabilidade celular do biofilme ap6s tratamentos com

os farmacos isolados no valor da CIM

Tratamento
= Farmacos isolados
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é == i1 xCIM-CV
£ 4 C2xCIM-CV
< @ [ xCIM-CF
:; B 2 x CIM- CF
%3 2 B xCIM-CP
- B 2xCIM-CP
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Legenda: CIM: Concentragdo Inibitéria Minima; CV — cloridrato de verapamil; CF — cloridrato de
fluoxetina; CP — cloridrato de paroxetina; AmB: anfotericina B. 1 x CIM — CV (113 pg/mL), 2 x CIM
—CV (226 pg/mL), 1 x CIM — CF (9,6 pg/mL), 2 x CIM — CF (19,2 pg/mL), 1 x CIM — CP (41 pg/mL)
e 2 x CIM —CP (82 pg/mL). O asterisco (*) indica significancia estatistica (p < 0,5).

Fonte: Elaborado pela autora.
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O tratamento do biofilme resultou em reducao estatistica significativa da
viabilidade quando tratado com as combinagfes sinérgicas CF (4,8 pg/mL) e
AmB (0,25 pg/mL), e CP (5 pg/mL) e AmB (0,12 pg/mL). A primeira
combinacdo mencionada reduziu 10 % da viabilidade do biofilme (p=0.0370), ja
CP (5pg/mL) e AmB (0,12 pg/mL) foi verificado uma reducéo de 11 % apds o
tratamento (p=0.0103), como mostra a figura 9.

A combinacdo CV (14 pg/mL) e AmB (0,12 pug/mL) ndo apresentou
reducéo significativa da viabilidade do biofilme.
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Figura 9 - Quantificacdo da viabilidade celular do biofilme ap6s tratamentos
sinérgicos
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Legenda: CV — cloridrato de verapamil; CF — cloridrato de fluoxetina; CP — cloridrato de paroxetina;

AmB: anfotericina B. O asterisco (*) indica significancia estatistica (p < 0,5) em relagdo ao controle
sem tratamento.

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.1.6 Efeito dos farmacos isolados e das combinacgdes sinérgicas sobre a

capsula de C. neoformans

Apbs as células serem cultivadas em meio de inducdo de capsula, as
mesmas receberam os tratamentos isolados e sinérgicos por 24 h.

O farmaco CV isolado, em sua concentracdo sub-inibitoria (56 pg/mL)
reduziu 68 % do tamanho da capsula (p<0.0001) de C. neoformans em relagéo ao
controle sem tratamento, os compostos CF (4,8 pg/mL) e CP (20 pg/mL)
reduziram consideravelmente o tamanho capsular das leveduras, com 65 % e

63 % (p<0.0001), respectivamente, como mostra a figura 10.

Figura 10 - Efeitos dos tratamentos com farmacos isolados em concentragdes Sub-

inibitorias em capsula de C. neoformans
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Legenda: CV — cloridrato de verapamil; CF — cloridrato de fluoxetina; CP — cloridrato de paroxetina;
AmB: anfotericina B. O asterisco (*) indica significancia estatistica (p < 0,5) em relagdo ao controle
sem tratamento.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Em relacdo aos tratamentos sinérgicos realizados, observamos uma
reducdo significativa do tamanho capsular das células quando tratadas com as trés
concentragdes sinérgicas e com os farmacos separadamente, como pode ser
observado na figura 11. Apesar de os compostos analisados separadamente
apresentarem reducdo significativa, as combinacgdes sinérgicas resultaram em
reducdes mais altas.

A combinacdo CV (7 pg/mL) e AmB (0,06 pg/mL) reduziu 63 % do
tamanho da capsula (p<0.0001) entretanto os farmacos separados apresentaram
45 % de reducdo (p<0.0001) quando tratado com CV (7 pg/mL) e 48 %
(p<0.0001) guando tratado somente com AmB (0,06 pg/mL). Os farmacos CV
isolado e a combinacdo CV e AmB apresentaram diferenca estatistica (p=0,0016),
e 0 mesmo foi observado quando comparada AMB isolada e a combinagéo
(p=0,0037).

A concentracdo sinérgica de CF (2,4 pug/mL) e AmB (0,12 pg/mL) foi
responsavel por reduzir 72 % do mesmo (p<0.0001), e quando os farmacos CF e
AmB foram testados separadamente, apresentaram reducédo de 62 % e 56 %
(p<0.0001), respectivamente. Quando comparados CF isolado e AmB isolada
com a combinacdo CF e AmB, foi observado diferencas estatisticas (p=0,0150) e
(p=0,0022), respectivamente.

Por fim a combinagdo de CP (2,5 ug/mL) e AmB (0,06 pg/mL) resultou
em 59 % de reducéo (p<0.0001) quando comparado ao controle, e os farmacos
sozinhos apresentaram 57 % e 48 % de reducéo (p<0.0001), para CV e AmB nesta
ordem. A comparacdo entre CP isolado e AmB isolado com a combinagio

sinérgica CP e AmB, néo resultou em diferencas estatisticas.
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Figura 11 - Efeitos dos tratamentos com as combinacgdes sinérgicas em capsula de

C. neoformans
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Legenda: CV — cloridrato de verapamil; CF — cloridrato de fluoxetina; CP — cloridrato de paroxetina;
AmB: anfotericina B. O asterisco (*) indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao controle
sem tratamento.

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.2 Ensaios in vivo em Galleria mellonella

4.2.1 Ensaio de toxicidade dos farmacos ndo-antifiingicos

No ensaio de toxicidade foram avaliadas as concentracdes cloridrato de
verapamil (113 pg/larva, 226 pg/larva e 339ug/larva), cloridrato de fluoxetina
(9,6 pg/larva, 19,2 pg/larva, 288 pg/larva) e cloridrato de paroxetina (41,1
ug/larva; 82,2 pg/larvae 123,3 pg/larva), os valores séo respectivamente 1 x CIM,
2 X CIM, 3 x CIM transformados em doses por larvas. Os resultados mostram
que nenhum farmaco apresentou toxicidade nas concentracdes avaliadas, as larvas
se mantiveram vivas por 7 dias e ndo apresentaram mudanca de coloragdo ou

comportamento indicando uma possivel toxicidade.

4.2.2 Contagem de hemacitos

As larvas tratadas com cloridrato de verapamil (113 pg/larva, 226 pg/larva
e 339ug/larva), cloridrato de fluoxetina (9,6 pg/larva, 19,2 ug/larva, 288 ug/larva)
e cloridrato de paroxetina (41,1 pg/larva; 82,2 pg/larva e 123,3 pg/larva)
concentracgdes equivalente a 1 x CIM, 2 x CIM e 3 x CIM, respectivamente nédo
apresentaram alteracdes significativas em relacdo a concentracdo dos hemacitos
em relacdo ao grupo controle (PBS) com os demais grupos, como pode ser

observado na figura 12.
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Figura 12 — Quantidade de hemdcitos ap6s inoculacdes dos farmacos em Galleria

mellonella
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Legenda: CIM: Concentracdo Inibitéria Minima. Cloridrato de verapamil 1 x CIM (113 pg/mL), 2 x
CIM (226 pg/mL), 3 x CIM (339 pg/mL). Cloridrato de fluoxetina 1 x CIM (9,6 pg/mL), 2 x CIM (19,2
pg/mL), 3 x CIM (28,8 pg/mL). Cloridrato de paroxetina 1 x CIM (41 pg/mL), 2 x CIM (82 pg/mL), 3
x CIM (123 pg/mL). Todas concentracGes ndo apresentaram significancia estatistica em relagdo ao
controle tratado com PBS.

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.2.3 Determinacéo da concentracao letal de C. neoformans

As larvas infectadas com as concentrages 10°, 5x10° e 107 células/larva
apresentaram 100 % de morte ap6s quatro dias de infeccdo e ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre os grupos. Ja as larvas infectadas com
5x10° células/larva, 50 % ainda permaneceram vivas apds 7 dias de infeccdo. O
grupo controle, composto por larvas tratadas com PBS nédo apresentou reducéo
em sua sobrevivéncia apos 7 dias de experimento. Portanto, foi selecionada a
concentracdo 10° células/larva para os ensaios posteriores, por ser a menor
concentracdo e ndo apresentar diferencas estatisticas com as concentracées mais

altas. A curva de sobrevivéncia das larvas pode ser observada na figura 13.

Figura 13 - Ensaio de sobrevivéncia de G. mellonella infectadas com C.
neoformans
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Fonte: Elaborado pela autora.
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4.2.4 Efeito do tratamento de farmacos isolados e das combinacdes sinérgicas

in vivo em Galleria mellonella

Os tratamentos das larvas foram realizados utilizando as seguintes
concentracdes: cloridrato de verapamil (113 pg/larva, 226 pg/larva e
339ug/larva), cloridrato de fluoxetina (9,6 pg/larva, 19,2 pg/larva, 288 ug/larva)
e cloridrato de paroxetina (41,1 pg/larva; 82,2 pg/larva e 123,3 ug/larva). Os
valores sdo respectivamente 1 x CIM, 2 x CIM, 3 x CIM transformados em doses
por larvas. Como controle de todos os ensaios de eficécia, foi utilizada AmB 4
mg/kg.

Os farmacos analisados ndo aumentaram o percentual de sobrevivéncia
das larvas de G. mellonella em relacdo ao grupo controle (figura 14). Os
tratamentos isolados dos farmacos CV e CF ndo aumentaram a sobrevivéncia das
larvas por mais de quatro dias juntamente com o controle sem tratamento.

Para o ensaio realizado com o farmaco CP, observamos morte de todas as

larvas do grupo controle e dos tratamentos em 3 dias de infec¢éo.
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Figura 14 — Tratamentos com os farmacos isolados em G. mellonella
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Legenda: CIM: Concentracdo Inibitoria Minima. Cloridrato de verapamil 1 x CIM (113 pg/mL), 2 x
CIM (226 pg/mL), 3 x CIM (339 pg/mL). Cloridrato de fluoxetina 1 x CIM (9,6 pg/mL), 2 x CIM (19,2
pg/mL), 3 x CIM (28,8 pg/mL). Cloridrato de paroxetina 1 x CIM (41 pg/mL), 2 x CIM (82 pg/mL), 3
x CIM (123 pg/mL).

Fonte: Elaborado pela autora.
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O tratamento realizado com as concentracdes sinérgicas: CV (14 pg/mL)
e AmB (0,12 pg/mL), e CF (4,8 ug/mL) e AmB (0,25 pg/mL), CP (5ug/mL) e
AmB (0,12 pg/mL), transformados em doses por larva, ndo apresentaram
aumento no percentual de sobrevivéncia das larvas, como pode ser observado na
figura 15. Em quatro dias de infeccdo, as larvas do grupo controle e dos

tratamentos estavam mortas.

Figura 15 — Tratamentos com os farmacos em sinergismo em G. mellonella
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Legenda: CV: cloridrato de verapamil; CF: cloridrato de fluoxetina; CP: cloridrato de paroxetina; AmB:
anfotericina B.
Fonte: Elaborado pela autora.
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5 DISCUSSAO

Devido ao aumento da taxa de mortalidade de infec¢Bes fungicas e
mudancas epidemioldgicas das mesmas, tornou-se indispensavel a procura de
novas alternativas de tratamento (Kauffman, 2004; Sun et al., 2017). A resisténcia
de C. neoformans ao tratamento convencional vem sendo relatado (Perfect, Cox,
1999; Smith et al., 2015; Mpoza et al., 2018). Além disso, a toxicidade dos
antifingicos administrados durante a infec¢do e o alto custo dos mesmos, tem
gerado estudos a fim de encontrar tratamentos menos toxicos e alternativos (Day
et al., 2013; Jarvis et al., 2014; Agustinho et al., 2018).

O reposicionamento de farmacos e o sinergismo entre compostos foram
relatados como tratamentos alternativos promissores (Liu et al., 2014; Azevedo et
al., 2015; Sangalli-Leite et al., 2016; Joffe et al., 2017; Truong et al., 2018). Neste
presente estudo, empregamos os farmacos cloridrato de verapamil, cloridrato de
fluoxetina e cloridrato de paroxetina para avaliar as suas agdes antifingicas em
C. neoformans, ja que os mesmos apresentaram atividade antifingica relatada em
diversos estudos envolvendo Candida spp. e Aspergillus spp. (Yu et al., 2013,
2014; Oliveira et al., 2014, Gu et al., 2016; Jorjdo et al., 2017; Nazik et al., 2017,
Oliveira et al., 2018), porém ndo ha relatos de suas atividades em C. neoformans.

Neste estudo, identificamos que o farmaco cloridrato de verapamil, um
bloqueador dos canais de céalcio, possui a capacidade de inibicdo de
C. neoformans com CIM equivalente a 113 pg/mL, e quando combinado com
AmB resultou em dez concentracdes sinérgicas. Além disso, identificamos uma
reducdo significativa da biomassa do biofilme da espécie em até 38 % quando
testado isoladamente, e quando combinado com AmB em 2 X a concentracao
sinérgica (CV 14 pg/mL e AmB 0,12 pg/mL) ndo houve reducgéo consideravel da

biomassa. Nenhuma das concentracdes avaliadas alteraram a viabilidade das
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células do biofilme de C. neoformans. A acdo antifungica do farmaco, também
foi demonstrada em Candida albicans, Aspergillus fumigatus (Krajewska-Kutak,
Niczyporuk, 1993; Yu et al., 2013; Yu et al., 2014; Nazik et al., 2017). Um estudo
realizado por Krajewska-Kutak e Niczyporuk (1993), identificou que o verapamil
possui atividade antifingica em isolados clinicos de C. albicans (CIM de 1.020
hug/mL). Em biofilmes, o farmaco isolado e combinado com fluconazol ou
tunicamicina também se mostrou promissor para a redugdo do mesmo, e de acordo
com o estudo a concentracdo de 20 pg/mL reduziu significamente a atividade
metabdlica dos biofilmes pré-formados e as concentracdes altas do farmaco (20 -
1280 pg/mL) reduziu mais de 50 % da atividade metabolica de biofilmes maduros
(Yu et al., 2013). Em Aspergillus fumigatus, o verapamil inibiu a formacéo de
biofilme e o metabolismo do biofilme pré-formado, porém em crescimento
planctdnico o mesmo foi inativo (Nazik et al., 2017). Segundo Yu et al. (2014)
essa capacidade de acdo antifungica em biofilmes se da pela atua¢do do farmaco
na formacéo de hifas causando o estresse oxidativo e na adesao das leveduras.

Relatos apontam que o cloridrato de verapamil auxilia na captacdo de
AmB pela barreira hematoencefalica, isso devido a capacidade do verapamil inibir
P-glicoproteina (proteina transportadora presente na barreira hematoencefalica).
A AmB possui fraca capacidade de atravessar as barreiras cerebrais e o0 verapamil
pode auxiliar na melhor captacdo de AmB (Wu et al., 2014). Com isso, acredita-
se gque alem da capacidade de acdo antifungica contra C. neoformans, o farmaco
quando combinado com AmB pode ter maior eficacia no tratamento de
meningoencefalite, ja que o mesmo auxilia na penetracdo do antifungico na
barreira hematoencefélica. Ainda ndo foi reportado sobre atividade antifungica do
cloridrato de verapamil contra C. neoformans, mas de acordo com nossos estudos,
o farmaco mencionado é uma alternativa promissora para inibicdo do mesmo e
deve ser investigado nos proximos estudos.

Os Inibidores Seletivos da Recaptacdo da Serotonina, também estdo sendo



59

estudados para serem utilizados contra infecgdes fungica (Lass-Florl et al., 2002;
Oliveira et al., 2014; Gu et al., 2016; Oliveira et al., 2018). Estudos mostraram
que os ISRS possuem efeito inibitério comprovado contra Candida spp. e
reduzem significamente os biofilmes de varias espécies do género, pois agem
danificando o plasma e a membrana mitocondrial, induzindo morte celular por
apoptose (Costa et al., 2017; Oliveira et al., 2018). Em C. albicans e
C. parapsilosis o valor de CIM chegou a 625 ug/mL, em C. glabrata a CIM foi
de 12 pg/mL, para C. krusei apresentou a CIM de até 312 pg/mL, por ultimo
para C. tropicalis a fluoxetina inibiu a concentracdo fingica quando testada nos
valores de 156-312ug/mL. Em biofilmes, foram reportados reducéo para Candida
spp. de até 96 % quanto tratados com fluoxetina (Oliveira et al., 2014, 2018).
Costa et al. (2017), avaliou o potencial antifingico da fluoxetina, sertralina e
paroxetina em Candida spp., as cepas apresentaram CIM de 20-160 pg/mL para
fluoxetina, 10-20 pg/mL para sertalina, e 10-100 pg/mL para paroxetina. Em
nosso estudo a paroxetina obteve CIM de 41 pg/mL frente C. neoformans. Ja a
fluoxetina apresentou CIM de 9,6 pg/mL e reduziu a biomassa do biofilme
quando tratado com concetragdes isoladas e sinérgicas.

A sertralina possui atividade antiflngica contra Cryptococcus spp. de
acordo com Zhai et al. (2012), os autores encontraram o valor de CIM do farmaco
de 6 pg/mL para C. neoformans, os mesmos relataram que a dificuldade dos
antifangicos tradicionais em atravessarem a barreira hematoencefélica ¢ alta, por
outro lado, os ISRS possuem alta penetracdo no sistema nervoso central e
atividade antifangica contra Cryptococcus spp. Portanto, alguns ISRS podem ter
atividade antifangica contra essas leveduras e podem funcionar sinergicamente
com antifungicos convencionais (Zhai et al., 2012). Nosso estudo corrobora com
0 de Zhai et al. (2012), pois idenficamos a atividade antifingica dos ISRS,
cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina, frente C. neoformans, os quais

ainda ndo foram reportados.
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Os valores de CIM encontrados para cloridrato de fluoxetina e paroxetina
(9,6 pg/mL e 41ug/mL, respectivamente), foram maiores quando contrastado a
sertralina (2 a 6 pg/mL), contra Cryptococcus spp encontrado por Zhai et al.
(2012). Além disso, cloridrato de fluoxetina apresentou quatro concentragdes
sinérgicas quando combinada com AmB, reduzindo a dose dos farmacos em até
oito vezes a CIM de ambos os farmacos, e a combinacdo do cloridrato de
paroxetina juntamente com AmB resultaram em seis concentracfes sinérgicas
reduzindo dezesseis e oito vezes os valores de CIM de paroxetina e AmB,
respectivamente. Gu et al. (2016), identificaram que as concentragdes sinérgicas
de fluoxetina e azois diminuiram até 8 vezes a CIM da fluoxetina e até 128 vezes
a CIM de antifungicos azais (fluconazole, itraconazole, and voriconazole) quando
testados em Candida spp. Em isolados de Cryptococcus os valores de CIM da
sertralina variaram de 2 a 6 pg/mL e foram reduzidos de 1-3 vezes quando
combinados com fluconazol (Zhai et al., 2012).

Neste estudo, identificamos que as concentragOes isoladas de cloridrato de
fluoxetina reduziu a biomassa do biofilme de C. neoformans em 27 e 36 % nas
concentragdes equivalente a 9,6-19,2 pug/mL, ja a combinacdo de cloridrato de
fluoxetina (4,8 ng/mL) e AmB (0,25 pg/mL) apresentou 35 % de reducdo da
biomassa e a AmB (0,25 pg/mL) e a AmB isolada (0,25 pg/mL) utilizada como
controle da combinagdo reduziu 27 % da biomassa. Em relacgdo a viabilidade do
biofilme, as concentracdes isoladas de CF ndo reduziram significativamente,
porém a combinacéo sinérgica apresentou acdo na atividade do biofilme (reducéo
de 10 %), 0 que mostra ser promissor para futuros estudos. O ISRS, cloridrato de
paroxetina mostrou-se ser 0 mais promissor na atividade antifungica contra
biofilmes de C. neoformans, em concentracdes isoladas reduziu a biomassa em
até 36 %, porém ndo interferiu na viabilidade celular. Quando avaliada a
combinacéo sinérgica de CP (5pug/mL) e AmB (0,12 pg/mL) constatamos uma

diminuicdo da biomassa de 27 % e na viabilidade de 11 %, mostrando, assim que
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os farmacos podem ser uma alternativa contra biofilmes de C. neoformans. Neste
estudo, mostramos que o0s ISRS (cloridrato de fluoxetina e cloridrato de
paroxetina) tiveram acdo na viabilidade celular do biofilme somente quando
foram combinados com AmB, portanto pressupomos que 0 antifingico foi
primordial nesta atividade. A AmB possui acdo em biofilmes de C. neoformans
quando utilizada em altas concentraces que sdo consideradas fora da faixa
terapéutica recomendada gerando toxicidade (Fanning, Mitchell; 2012, Delattin
et al., 2014). Entretanto, nosso estudo apontou que a concentragdo de AmB pode
ser diminuida quando combinada com os ISRS e essa combinacao possui agdo em
biofilme de C. neoformans, porém sdo necessarios mais estudos para avaliar esta
interacao.

O efeito dos ISRS tambem foi descrito por Oliveira et al. (2018) em
Candida spp., os quais identificaram que fluoxetina (3,9 mg/mL) reduziu o
metabolismo do biofilme em 96 % (C. krusei) e biomassa em 82 % (C. glabrata),
ja a sertralina alcancou uma reducdo de 88 % na biomassa do biofilme
(C. glabrata) e de 90 % no metabolismo do biofilme (C. parapsilosis) (Oliveira
et al., 2018). Em biofilmes de cepas resistentes de C. albicans a concentracgao de
128 pg/mL de fluoxetina reduziu 50 % do biofilme quando comparado ao
controle. Quando combinados os farmacos fluoxetina e fluconazol, houve uma
reducdo de 4 vezes a CIM e 128 vezes a CIM, respectivamente, reduzindo o
biofilme em 50 % (Gu et al., 2016).

Cryptococcus neoformans € um fungo encapsulado, ou seja, possui uma
capsula formada por glucuronoxilomananna (GXM) e galactoxilomanana
(GalXM), que esta localizada em torno do corpo celular da levedura e esta é
considerada um fator de viruléncia importante deste patdogeno (Zaragoza et al.,
2008). No hospedeiro, a mesma possui a funcao de protecéo, reduzindo a resposta
imune e protegendo o fungo contra a fagocitose (Retini et al., 1998; Panepinto et

al., 2007), e quando o fungo é fagocitado pelos macrofagos a capsula atua na
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protecdo contra antioxidantes liberados pelo hospedeiro (Zaragoza et al., 2008).
Ja em relacdo a resisténcia aos antifungicos, a capsula pode interferir na atividade
destes farmacos dificultando o tratamento.

A cépsula também pode variar de tamanho dependendo das condigdes em
que o fungo se encontra, por exemplo, quando o fungo infecta mamiferos, oberva-
se um aumento exacebardo do tamanho da capsula facilitando assim, a infec¢éo
criptococica principalmente por inibi¢do da fagocitose no hospedeiro (Zaragoza
et al., 2008). Neste contexto, os estudos envolvendo a capsula sd&o muito
importantes para identificar tratamentos capazes de minimizar este fator de
viruléncia (Zaragoza et al.,, 2003, 2004). CondicOes experimentais foram
publicadas para a realizacdo de inducdo da capsula in vitro (Zaragoza, Casadevall,
2004), e os nossos resultados revelaram que os farmacos em questdo quando
avaliados em cépsulas induzidas, em concentragcdes sub-inibitdrias e sinérgicas
(isoladas e combinadas), diminuiram o tamanho capsular das leveduras entre 59
a 72 %. A reducdo de capsulas também foi identificado por Joffe et al. (2017) que
avaliaram a concentragdo sub-inibitoria do anti-helmintico mebendazol e
mostraram uma reducdo significativa das dimensbes da capsula e alteracdes
morfoldgicas na mesma. A combinacdo de AmB e sertralina foi avaliada contra
grupos de C. neoformans com capsula induzida e sem inducdo e mostrou ser
promissora com 60 % de efeito sinérgico contra os dois grupos (Rossato et al.,
2016).

Esses estudos realizados in vitro Sd0 necessarios pois proporcionam
conhecimentos indispensaveis sobre os farmacos estudados, porém é importante
avaliar os mesmos em organismos complexos, realizando 0s ensaios in vivo
(Scorzoni et al., 2016).

Os modelos animais invertebrados possuem inumeras vantagens em
relacdo aos modelos convencionais mamiferos, pois possuem baixo custo,

resultados mais rapidos, menos questdes éticas e estdo sendo bem aceitos pela
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comunidade cientifica (Mylonakis et al., 2005; Arvanitis et al., 2013). Devido a
essas vantagens 0s estudos dos compostos com acdo antifingica estdo
aumentando nesses modelos (Mylonakis et al., 2005; Kavanagh, Sheehan, 2018).

Galleria mellonella é considerada um modelo alternativo para estudo de
micro-organismos, entre esses C. neoformans. Em G. mellonella a levedura pode
se proliferar na larva mesmo que ocorra a fagocitose (Mylonakis et al., 2005). A
eficacia dos compostos neste modelo alternativo é semelhante ao que ocorre em
humanos, porém existem algumas limitacdes, pois as diferencgas nos genétipos, e
as condicdes de manutencdo ou reproducdo podem interferir nos resultados de
susceptibilidade a infecgdes (Tsai et al., 2016).

O modelo possui sistema imunoldgico semelhante a resposta imune inata
dos mamiferos, a resposta humoral das larvas esta relacionada com peptideos
antimicrobianos, propenoloxidase e melanizagdo, coagulacdo da hemolinfa,
especies reativas de oxigénio e imunizacédo primaria, ja a resposta imune celular
é mediada por hemacitos que dependendo da infeccdo microbiana ou tratamento
com farmacos, a concentracdo dos mesmos pode variar na hemolinfa, e realizar
processos de nodulacgéo, encapsulamento e fagocitose (Kavanagh, Sheehan, 2018;
Pereira T et al., 2018; Sheehan, Kavanagh, 2018). Neste estudo, ndo foram
encontradas atividades relacionadas com a resposta imune celular, identificamos
que a quantidade de hemdcitos ndo foi alterada apos inoculacdo dos farmacos.

Tratamentos realizados com sertralina em larvas de G. mellonella
melhoraram a sobrevivéncia das larvas infectadas com Aspergillus fumigatus
quando administrado doses de 10 e 15 mg/kg (Trevifio-Rangel et al., 2019). A
combinacdo sinérgica de fluoxetina e fluconazol (320 e 128 pg/mL) também
mostrou aumento na sobrevivéncia das larvas infectadas com Candida albicans
(Gu et al., 2016). Porém, em nosso estudo, em todas as concentracdes estudadas,
tanto em farmacos isolados quanto em combinacgdes sinérgicas, observamos que

os farmacos ndo apresentaram toxicidade para as larvas, entretanto ndo
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aumentaram a sobrevivéncia das larvas infectadas com C. neoformans. Este fato
poderia ser explicado pois os farmacos cloridrato de verapamil, cloridrato de
fluoxetina e cloridrato de paroxetina, sdo farmacos altamente lipossoliveis, o
tecido adiposo armazena esses compostos e elimina os mesmos lentamente (Bell,
1997; Sun et al., 2015). Mediante o exposto, pressupomos, portanto, que a baixa
solubilidade aquosa destes compostos dificulta a sua distribui¢do no invertebrado,
e 0 tecido adiposo das larvas pode armazenar os farmacos e elimina-los
lentamente na hemolinfa o qual ndo foi suficiente para matar as leveduras antes
que as mesmas ocasionassem a morte das larvas. Portanto, 0 modelo invertebrado
apresentou essa limitacdo quando utilizado para avaliar a eficacia de farmacos
lipossollveis, e este fato foi também descrito em outros estudos envolvendo
compostos hidrofébicos com atividade antifangica (Mircus et al., 2015; Palanco
etal., 2016).
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que os farmacos cloridrato de verapamil, cloridrato de
fluoxetina e cloridrato de paroxetina apresentam importante acdo antifungica
sobre Cryptococcus neofomans de acordo com os resultados obtidos in vitro,
podendo ser considerados potentes para inibicdo destes patdgenos. No modelo in
vivo Galleria mellonella, os farmacos ndo foram téxicos e ndo alteraram a
concentracdo de hemocitos nas larvas, em contrapartida, ndo aumentaram a
sobrevivéncia das larvas infectadas, o que pode estar relacionado com a

lipossolubilidade dos compostos.
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