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RESUMO

Viveiro LRG. Avaliacédo dos efeitos antifangicos de farmacos inibidores seletivos da
recaptacao de serotonina em Cryptococcus gattii [dissertacéo]. S&o José dos Campos
(SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2023.

A criptococose é uma infeccdo fungica que acomete tanto individuos
imunocomprometidos como imunocompetentes. O arsenal antifangico € limitado,
existem relatos de desenvolvimento de resisténcia fungica a esses compostos e
também alta toxicidade ao paciente. O reposicionamento de farmacos dos inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) tem mostrado acdo contra espécies
fungicas, tornando estes compostos alternativas a serem estudadas para o tratamento
das infeccbes criptocécicas. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos
antifangicos em capsula, biofilme e células plancténicas de Cryptococcus gattii (cepa
ATCC 56990 e isolado clinico 5) dos farmacos ISRS, cloridrato de fluoxetina (CF) e
cloridrato de paroxetina (CP). Para isso, foi utilizada a técnica de microdiluicdo em
caldo de acordo com European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) para determinar a Concentracao Inibitoria Minima (CIM), sendo a CIM de
31,25 pg/mL determinada para os farmacos CF e CP e ambos os farmacos
demonstraram acéo fungicida (CIM/CFM = 1). Em seguida foi verificado atividade
sinérgica dos farmacos CF e CP combinados com anfotericina B (AmB), como
resultado encontramos trés concentra¢cdes sinérgicas, para CF reduzindo 8 e 4x em
relacdo ao valor de CIM, para CP reduzindo 4x em relacéo ao valor de CIM e para
AmB houve reducéo de 4x em relagéo ao valor de CIM. Posteriormente, o efeito dos
farmacos mencionados foi avaliado na reducéo da biomassa do biofilme, por meio da
técnica de cristal violeta. Nas concentracdes 10x (312,5 ug/mL) e 20x (625 pg/mL)
CIM de observou-se a redugéo da biomassa do biofilme de C. gattii em 57,72% a
76,66% para CF e reducdo entre 42,69 a 68,03% para CP. Além disso, em
concentracfes sub- inibitérias, ambos farmacos reduziram o tamanho da capsula da
levedura em até 62,46% para CF e 58,94% para CP. Também foi analisada a
viabilidade do biofilme pela contagem de unidades formadoras de colénia/mL, apés
tratamento com CF e CP 20x valor de CIM e foi observada reducéo entre 1,21 a 1,446
log na viabilidade do biofilme (p< 0,0001). Ainda, o efeito dos farmacos em biofilme foi
avaliado quanto ao efeito na atividade metabdlica pelo ensaio XTT nas concentracdes
10x e 20x CIM de ambos os farmacos foi possivel observar reducéo entre 39,05% a
84,62% para CF e reducao entre 56,99% a 67,64% para CP. Assim, os farmacos
avaliados apresentaram potencial antifingico frente C. gattii em todos 0s ensaios in
vitro, podendo ser considerados novas alternativas para o tratamento deste patégeno.

Palavras-chave: Cryptococcus gattii; biofilme; antifingicos; inibidores seletivos da
recaptacao de serotonina; cloridrato de fluoxetina; cloridrato de paroxetina;



ABSTRACT

Viveiro LRG. Evaluation of the antifungal effects of selective serotonin reuptake
inhibitors in Cryptococcus gattii [dissertation]. S&o José dos Campos (SP): S&o Paulo
State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2023.

Cryptococcosis is a fungal infection that affects both immunocompromised and
immunocompetent individuals. The antifungal arsenal is limited, there are reports of
the development of fungal resistance to these compounds and also high toxicity to the
patient. The drug repositioning of selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) has
shown action against fungal species, making these compounds alternatives to be
studied for the treatment of cryptococcal infections. Thus, the aim of this study was to
evaluate the antifungal effects on capsule, biofilm and planktonic cells of Cryptococcus
gattii (ATCC strain 56990 and clinical isolate 5) of the SSRI drugs, fluoxetine
hydrochloride (FLH) and paroxetine hydrochloride (PAH). For this, the broth
microdilution technique was used according to European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) to determine the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC), and the MIC of 31.25 pg/mL was determined for the drugs (FLH) and PAH and
both drugs demonstrated fungicidal action (MIC/CFM = 1).Then it was verified
synergistic activity of the drugs FLH and PAH combined with amphotericin B (AmB),
as a result we found three synergistic concentrations, for FLH reducing 8 and 4x
compared to the MIC value, for PAH reducing 4x compared to the MIC value and for
AmB there was 4x reduction compared to the MIC value. Subsequently, the effect of
the mentioned drugs was evaluated in the reduction of biofilm biomass by means of
the crystal violet technique. At 10x (312.5 pg/mL) and 20x (625 pg/mL) MIC
concentrations of it was observed the reduction of C. gattii biofilm biomass by 57.72%
to 76.66% for FLH and reduction between 42.69 to 68.03% for PAH. Furthermore, at
sub-inhibitory concentrations, both drugs reduced the yeast capsule size by up to
62.46% for FLH and 58.94% for PAH. The biofilm viability was also analyzed by
counting colony forming units/mL, after treatment with FC and CP 20x the MIC value
and a reduction between 1.21 to 1.446 log in biofilm viability was observed (p< 0.0001).
Also, the effect of the drugs in biofilm was evaluated as the effect on the metabolic
activity by the XTT assay in concentrations 10x and 20x MIC of both drugs was
possible to observe reduction between 39.05% to 84.62% for FC and reduction
between 56.99% to 67.64% for CP. Thus, the drugs evaluated showed antifungal
potential against C. gattii in all in vitro assays, and may be considered new alternatives
for the treatment of this pathogen.

Keywords: Cryptococcus gattii; biofilm; antifungal; serotonin reuptake inhibitors;
fluoxetine hydrochloride; paroxetine hydrochloride;
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1 INTRODUCAO

As infecgdes fungicas destacaram-se nos Ultimos anos como um problema de
salude publica devido ao aumento na incidéncia de casos tanto em pessoas
imunocomprometidas quanto em pessoas imunocompetentes (Gullo et al.,, 2013;
Martinez, Fries, 2010). Atualmente estima-se que as micoses, doencas causadas por
fungos, atingem mais de 300 milhdes de pessoas no mundo e cerca de 25 milhdes
correm grave risco de 0Obito, segundo dados apresentados pelo Global Action Fund for
Fungal Infections (GAFFI - Fundo Global de A¢des contra InfeccBes Fungicas) (Guo,
2022). Podemos citar Aspergillus spp., Candida spp., Cryptococcus spp. e
Paracoccidioides spp. como 0s principais responsaveis pelas doencas fungicas
invasivas (DFI) (Svedese et al., 2022).

De acordo com as caracteristicas epidemiol6gicas, bioquimicas e a
especificidade antigénica distinguem-se em cinco sorotipos e oito genotipos
moleculares de Cryptococcus que foram fundamentados com base nas diferencas
estruturais capsulares, do DNA e entre o sequenciamento gendmico desses sorotipos
(Severo et al., 2009). Logo as cepas com sorotipos A, D e AD e gendtipos VNI, VNI,
VNIII e VNIV pertencem a C. neoformans, enquanto as cepas com sorotipos Be C e
gendtipos VGI, VGII, VGII e VGIV pertencem a C. gattii (Chayakulkeeree, Perfect,
2006; Junior et al.,, 2017), sendo capazes de manifestar-se como uma infeccdo
oportunista em individuos imunocomprometidas - C. neoformans, ou como uma
infeccdo primaria em individuos imunocompetentes - C. gattii (Santos, Figueiredo,
2021).

Cryptococcus spp. € uma levedura capsulada, em que a capsula € composta
principalmente  pelos polissacarideos  glucuronoxilomanana (GXM) e
galactoxilomanana (GalXM) (Colombo et al., 2019). A capsula desempenha uma
funcd@o protetora durante a infeccdo, visto que exerce um papel inibitério contra a
fagocitose de modo a diminuir a capacidade dos macrofagos na apresentacao dos
Padrbes Moleculares Associados a Patdégenos (PAMPS) as células T, ou seja, a
presenca da cpsula oculta a presenca do patégeno, impedindo a ligagdo com
macréfagos e consequentemente a fagocitose, repercutindo em uma reducdo na

resposta humoral ou alérgica do hospedeiro (Zaragoza, 2019). Em conjunto com a
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acdo das enzimas urease, fosfolipases, proteinases e fenol-oxidase associadas a
protec&o contra o estresse oxidativo, constituem os principais fatores de viruléncia
para as leveduras dessa espécie (Pessoa et al., 2012).

A formacdo do biofilme atribui maior resisténcia aos microrganismos para
ampliarem os mecanismos de defesa frente aos antifungicos, meio ambiente e
hospedeiros (Gullo et al., 2013). Biofilme é definido pelo conjunto de microrganismos
que ao agruparem-se formam microcolonias (Ramage et al., 2009) e que tem
habilidade de aderir tanto em superficies abibticas quanto em tecidos. Essa adesao é
facilitada por produtos metabdlicos e uma matriz de polimeros extracelular que age
como uma barreira reduzindo a eficiéncia de drogas antifungicas (Martinez,
Casadevall, 2006; Ramage et al.,, 2012). Os biofilmes possuem uma espécie de
comunicagao, “quorum sensing”, que auxilia na regulacdo de -caracteristicas
relacionadas desde a sobrevivéncia como as determinantes da patogenicidade
(Harding et al., 2009).

De forma geral, a infeccao inicialmente atinge os pulmdes ocorrendo de
maneira assintomatica ou minimamente sintomatica para posteriormente se espalhar
para os tecidos extrapulmonares (Zavala,Baddley, 2020; Perfect,Casadevall, 2002).
Cryptococcus spp. utiliza o cérebro como um nicho de sobrevivéncia (Maziarz, Perfect,
2016) em consequéncia da elevada concentracdo de nutrientes assimilaveis pelo
fungo presentes no liquido cefalorraquidiano (LCR) e a falta de atividade do sistema
complemento neste local com baixa atividade de uma resposta inflamatoria no tecido
cerebral (Severo et al., 2009). Desse modo ocorre 0 comprometimento do Sistema
Nervoso Central (SNC), sendo a meningoencefalite a principal manifestacao clinica
da criptococose com indices consideraveis de mortalidade (Pereira et al., 2021).

As estratégias para a escolha do antifungico no tratamento da criptococose
depende do sitio de infeccdo tal qual a imunidade do paciente, deste modo os
principais antifungicos utilizados s&o a anfotericina B, o fluconazol e a flucitosina,
muitas vezes sendo usados em combinacdo devido ao surgimento de resisténcia em
monoterapias (Spadari et al., 2020; Perfect,Casadevall, 2002). Apesar da eficacia, os
farmacos utilizados apresentam limitacoes farmacocinéticas e alta toxicidade celular
para o hospedeiro, especialmente uma nefrotoxicidade e hepatotoxicidade (Monk et
al., 2020) em razdo da semelhanca entre a célula fangica e a célula humana

(Rodrigues, Nosanchuk, 2020). Outro grande desafio no tratamento da meningite
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criptocécica e de infecgdes fungicas disseminadas para o SNC se deve pela fraca
penetracdo dos antifingicos convencionais através da barreira hematoencefélica
(BHE) (Zhai et al., 2012).

Assim, em virtude tanto do aumento de cepas resistentes aos farmacos
antifangicos convencionais quanto pelo aumento destas infecgbes em individuos
imunocompetentes e imunossuprimidos, se faz necessario o desenvolvimento de
novas alternativas para o tratamento das micoses sistémicas. Nesta busca por novas
tecnologias encontram-se alternativas promissoras desde o uso das nanoparticulas,
0 reposicionamento de farmacos, a imunoterapia e a terapia fotodindmica na
distribuicdo dos farmacos para o local especifico da infec¢do (Scorzoni et al., 2017,
Scorzoni et al., 2016; Gullo et al., 2013).

O reposicionamento de farmacos € uma estratégia interessante, ¢ mais
rapida, barata e segura, uma vez que utiliza drogas ja conhecidas para novos fins
terapéuticos (Pushpakom et al.,, 2019). Diversos estudos demonstram que o0s
antidepressivos da classe dos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina tém
apresentado resultados bastante promissores quanto a atividade antifingica frente a
Cryptococcus neoformans (Costa Silva et al., 2017; Pereira et al., 2021).

AS infeccdes fungicas sdo descritas como doencas negligenciadas séo de
dificil diagndstico e tratamento, sendo responsaveis por altas taxas de mortalidade por
todo mundo. Um caminho promissor no tratamento contra C. gatti é o
reposicionamento de farmacos, que se apresenta vantajoso devido ao prévio
conhecimento das propriedades farmacocinéticas e toxicol6gicas das substancias,
sendo capaz de diminuir consideravelmente custos e o tempo relacionados ao
desenvolvimento de um novo farmaco. A classe dos farmacos Inibidores Seletivos da
Recaptacdo de Serotonina (IRSS) ja se destacam com resultados promissores em
diversos estudos frente a infeccdes fungicas, com Candida spp. e Cryptococcus spp.

Apesar disso, ainda sdo escassos ou mesmo inexistente os estudos sobre a
atividade antifingica dos ISRSs, particularmente o cloridrato de fluoxetina e cloridrato

de paroxetina, frente a Cryptococcus gattii.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infec¢cdes Fungicas e Criptococose

Os fungos séao organismos heterotroficos e eucaridticos, isto €, suas células
contém material genético envolto por um nucleo definido e delimitado por uma
membrana celular, podendo distinguir-se morfologicamente em unicelulares
(leveduriformes) ou multicelulares (filamentosos) (Botelho, 2021; Carmin et al., 2021).
Os fungos difundiram-se extensamente ao redor do mundo sendo encontrados em
abundéancia na natureza, no solo, em vegetais, em animais, no homem e em detritos
no geral (Cavalcante et al., 2021; Queiroz et al., 2006).

Em humanos, os fungos podem ser patdogenos verdadeiros, oportunistas ou
transitorios da microbiota (Fajardo et al., 2017; Rangel et al., 2016). Diferentes
espécies que podem causar diversas doencas em humanos, sendo essas
classificadas em Micoses Superficiais - aquelas que atingem a parte superficial da
pele e haste dos pelos; Cutaneas - os fungos atingem as camadas mais profundas da
pele, pelos ou unha; e Sistémicas - causadas por fungos patogénicos que tém como
porta de entrada o trato respiratério e podem disseminar para todo o organismo
(Steidinger et al., 2019).

Micoses denominadas sistémicas sdo infec¢des profundas disseminadas por
todo o organismo, podendo ter o trato respiratério como porta de entrada através da
inalacdo de esporos ou propagulos fungicos encontrados no ambiente (Maziarz,
Perfect, 2016; Perfect, Casadevall, 2002). Destacam-se entre os fungos causadores
de micoses sistémicas e oportunistas 0os géneros: Paracoccidioides, Histoplasma,
Coccidioides, Blastomyces e Cryptococcus (Prado et al., 2009), sendo o Cryptococcus
gattii o agente etiolégico de estudo neste trabalho.

A patogenicidade dos fungos envolve mecanismos complexos que ainda nao
estao totalmente esclarecidos, de modo que cepas de C. neoformans crescem mais
rapidamente no cérebro ocasionando 6bitos por meningoencefalite e apenas 35% dos
pacientes apresentaram infeccdo pulmonar, enquanto as cepas de C. gattii crescem

mais rapidamente nos pulmdes, aproximadamente 70% dos casos, ocasionando
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Obitos sem a presenca de uma meningoencefalite fatal (Ngamskulrungroj et al., 2012).
Infeccbes causadas por C. gattii ocorrem predominantemente em hospedeiros
saudaveis (Santos, Figueiredo, 2021).

Cryptococcus gattii é tipicamente encontrado em espécies de eucaliptos e
considerado endémico em regides tropicais e subtropicais, mas nas Ultimas décadas
tem ocorrido relatos de propagacdo em novos nichos geogréaficos, como o
aparecimento de infeccao por C. gattii na llha de Vancouver e British Columbia (BC),
no Canada e no Noroeste do Pacifico dos Estados Unidos (Harris et al., 2011; Kidd et
al., 2004; Zavala, Baddley, 2020).

Em 2010, (Perfect et al., 2010) constataram que infeccfes por C. gattii estdo
associadas a maiores complicacdes neuroldgicas e a uma resposta tardia as terapias
do que a infecgcdo por C. neoformans, apesar de ambas as espécies apresentarem
propensdes semelhantes aos farmacos antifUngicos quando testados in vitro e
seguirem 0s mesmos protocolos de tratamento. Contudo em 2016, (Maziarz, Perfect,
2016) evidenciaram que a compreensao dos subtipos moleculares de Cryptococcus
spp. pode elucidar diferencas entre a apresentacao clinica das espécies, predilecdes
pelo hospedeiro e a presenca ou nao de condi¢des preexistentes, incluindo defeitos
imunolégicos subclinicos que implicam fatores de risco para esta infeccao.

Cryptococcus spp. pode prolongar sua laténcia dentro das células hospedeiras
por anos, visto que a maioria dos seres humanos tem contato com 0 microrganismo
ainda na primeira infancia, onde pode ocorrer manifestacées como uma pneumonia
ndo reconhecida (Alanio et al., 2015), no entanto é controlada pelo sistema
imunoldgico até que ocorra alguma imunossupressao e a infeccao se torne latente
(Alanio et al., 2015; do Carmo et al., 2022).

A origem dessas diferencas entre espécies de Cryptococcus pode envolver
desde o modo como a passagem das leveduras ocorre através da barreira
hematoencefalica, onde sao transportadas como células livres ou dentro de células
fagocitarias mononucleares, mecanismo cavalo de Tréia, aumentando a fagocitose e
a transmigracdo de leveduras dentro das células THP-1 (Gibson, Johnston, 2015;
Sorrell et al., 2016), quanto a uma inibicdo na migracéao de neutrofilos para os pulmdes
durante o estagio inicial da infeccdo e um lapso na producgéo de citocinas protetoras,
como o Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a) e Interferon-gama (IFN-y), que

acabam suprimindo as respostas imunes do hospedeiro de maneira mais efetiva
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(Cheng et al., 2009).

Até o momento, quanto as diferencgas clinicas, ha evidéncias em estudos com
modelos murinos que C. gattii tem um nicho de infec¢des pulmonares maior do que a
propagacéao para o SNC (Ngamskulrungroj et al., 2012).

Biofilme sdo mecanismos de viruléncias que podem ser definidos como
comunidades biologicas que possuem elevado grau de organizacdo, onde
microrganismos de uma Unica ou diferentes espécies formam comunidades
estruturadas, coordenadas e funcionais com habilidade de aderir a superficies bidticas
ou abidticas (Davey, O’toole, 2000). Sdo envoltos por uma matriz extracelular que
além de favorecer a adesao a superficies também conferem protecdo contra drogas
antifingicas, o sistema imunolégico do hospedeiro e ao meio ambiente (Martinez,
Casadevall, 2006; Ramage et al., 2012).

Além disso, possuem um mecanismo de comunicagcdo, denominado “quorum
sensing”, o qual, através da regulacdo génica permite ao microrganismo restringir
expressao de genes especificos, formar biofilmes, evidenciar fatores de viruléncia,
motilidade, entre outras acdes (Bassler, 2001).

Cryptococcus spp. € capaz de produzir biofilmes mais virulentos do que as
células plancténicas, visto que genes de viruléncia como LAC1, URE1 e CAP59 séo
altamente expressos e estdo associados com a lacase, urease e capsula de
polissacarideo, respectivamente (Benaducci et al., 2016; do Carmo et al., 2022). Os
biofilmes Cryptococcus neoformans se mostraram resistentes ao fluconazol e ao
voriconazol, mas se mostraram suscetiveis a anfotericina B (AmB), quando
administrada em doses acima das consideradas seguras terapeuticamente, que como
consequéncia resulta em toxicidade ao hospedeiro e desenvolvimento de cepas

resistentes a estas drogas (Delattin et al., 2014; Fanning, Mitchell, 2012).

2.2 Terapia Convencional para Criptococose

Atualmente, a terapia convencional de farmacos antifungicos disponiveis para
o tratamento da criptococose esta limitada a trés medicamentos, que podem ser

utilizados isoladamente ou em combinacgéo: anfotericina B (AmB), flucitosina (5-FC) e
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fluconazol (FLC) (Spadari et al., 2020).

A anfotericina B continua sendo o principal medicamento utilizado para o
tratamento de infeccbes fungicas, possui quatro formulacfes diferentes: anfotericina
B deoxicolato (AmB), AmB lipossomal (LAmMB), complexo lipidico AmB (ABLC) e
disperséo coloidal AmB (ABCD) (Spadari et al., 2020). A ligagdo da AmB ao ergosterol
na membrana da célula fungica caracteriza o seu efeito fungicida, visto que o farmaco
promove o extravasamento do conteudo celular que leva a morte por disfuncao celular
(Liu et al., 2017; Wilcock et al., 2013). Geralmente essas formula¢des convencionais
incluem efeitos adversos significativos como nefrotoxicidade (Messori et al., 2013),
dentre estas, a AmB lipossomal é a mais eficaz e menos toxica, contudo o custo do
tratamento pode ser de até 100.000 dolares por paciente (Rodrigues, Nosanchuk,
2020) de forma que seja bastante limitada a sua utilizacdo de maneira generalizada
em praticas clinicas.

O antifngico flucitosina (5-FC) é um antimetabdlito que atua somente quando
entra em contato com a célula fungica, através da enzima citosina deaminase (CD)
gue €é capaz de converter a citosina em uracila (Blau et al., 2006), é convertida entédo
na sua forma ativa 5-fluorouracil (5-FU) que age desordenando a sintese de RNA e
também inibe a sintese do DNA dentro da célula fungica (Bellmann, Smuszkiewicz,
2017; Edlind, Katiyar, 2010). A monoterapia utilizando 5-FC é pouco aplicada devido
ao frequente desenvolvimento de resisténcia, contudo em combinacdo com a
anfotericina B pode ser utilizada para tratar micoses sistémicas graves, tal qual a
criptococose (Allen et al., 2015). Dentre os efeitos colaterais podem-se incluir
hepatotoxicidade, mielototoxicidade, e problemas gastrointestinais (Vermes, 2000).

Ja o fluconazol (FLC) pertence a familia dos azois, 0s quais tem seu
mecanismo de acdo através da inibicAo da enzima lanosterol 14-a-demetilase
(CYP51, Ergll, LDM) que esta presente na biossintese do ergosterol, um
componente indispensavel na membrana da célula fungicas (Allen et al., 2015). A falta
do ergosterol afeta tanto a estrutura da membrana quanto suas funcbes e
concomitantemente com o acumulo de precursores toxicos contribuem para a
atividade fungistatica dos azois (Hargrove et al., 2015; Monk et al.,, 2020). Na
medicina, a classe dos azéis sdo frequentemente escolhidos para o tratamento
antifangico por ser de facil acesso, apresentar baixo custo, ter uma boa

biodisponibilidade oral e tendem a ter poucos efeitos secundarios, entretanto
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manifesta-se cada vez mais a resisténcia a estes compostos antifungicos (Mourad,
Perfect, 2018).

Seguindo diretrizes da Infectious Diseases Society of America (IDSA) e da
World Health Organization (WHO) (Fisher et al., 2018; Perfect et al.,, 2010), o
tratamento da meningite criptocOcica deve consistir em trés fases, a primeira fase
denominada de indugcdo com duragdo de 2 semanas, utiliza-se 1 semana de
anfotericina B deoxicolato (1. 0 mg/kg/dia) e flucitosina (100 mg/kg/dia) e 1 semana
de fluconazol (1200 mg/dia para adultos). A segunda fase é denominada de
consolidacdo com duragéo de 8 semanas, utilizando o fluconazol (800 mg diarios para
adultos) e a terceira fase denominada de manutenc&o com duracao de 6 a 12 meses
utilizando o Fluconazol (200 mg diarios para adultos). Vale enfatizar a importancia da
utilizacdo de drogas fungicidas potentes durante a fase de inducdo, das quais as
doses dos farmacos para o tratamento a ser escolhida dependem tanto do estado
imunolégico do paciente quanto da forma clinica da infec¢do, contudo os precos
elevados e o0 acesso mundial a estas drogas antifingicas ainda sao inadequados, o

gue realca a importancia de estratégias de tratamentos alternativos.

2.3 Reposicionamento de Farmacos Inibidores Seletivos da Recaptacdo de

Serotonina

O reposicionamento de farmacos € uma estratégia que visa identificar novos
usos terapéuticos para farmacos comercializados ou ainda em desenvolvimento,
dispondo da vantagem de j& possuirem uma farmacocinética conhecida e bem
delineada, o que traz reducéo de custos e tempo de pesquisa no desenvolvimento de
um novo medicamento (Nosengo, 2016).

Quanto a esta estratégia de reposicionamento dos farmacos, pode-se citar
alguns exemplos bem-sucedidos, como o citrato de sildenafila (VIAGRA®)
inicialmente desenvolvido para o tratamento de hipertensdo e angina, mas que
durante o periodo de estudos clinicos manifestou resultados inesperados e que nos

dias de hoje é comercializada para tratamento de disfuncéo erétil (Pushpakom et al.,
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2019). Outro exemplo de medicamento que teve o0 reposicionamento devido a
resultados adversos foi 0 Minoxidil, a principio elaborado com a capacidade de reduzir
a pressao arterial promovendo uma vasodilatacdo potente e de longa duracéo,
contudo entre os efeitos colaterais foi apontado o crescimento excessivo de pelos
terminais e atualmente é associado a cremes para tratamento da calvicie e de alopecia
(Van Zuuren et al., 2016).

Entretanto ha outros casos onde o reposicionamento acontece de maneira
intencional, apdés a busca de novas indicacles terapéuticas para medicamentos ja
existente, como exemplo Zidovudina (AZT) que falhou em sua indicacao original para
o tratamento quimioterapico e ainda assim foi o primeiro farmaco aprovado para tratar
a AIDS e o micofenolato de mofetila, um farmaco imunomodulador comumente
utilizado na profilaxia de rejeicdo em 6rgaos transplantados e que da mesma forma
pode ser utilizado para a nefrite lipica (Cha et al., 2018).

Emergiu na década de 1980 uma nova classe de antidepressivos
denominados de inibidores seletivos da recaptacao de serotonina (ISRS) que incluiam
0s principios ativos cloridrato de fluoxetina, cloridrato de paroxetina, cloridrato de
sertralina, citalopram e fluvoxamina, cuja principal funcéo € inibir de forma potente e
seletiva a recaptacdo de serotonina, ocasionando a potencializacdo do
neurotransmissor serotoninérgico (Cruz et al., 2020; Murphy et al., 2021). Apesar do
propésito bem estabelecido dos ISRSs, diversos estudos apontaram a presenca de
acdo antifungica, seja do farmaco isolado ou em associacdo, contra infeccdes
fungicas incluindo candidiase e criptococose (Costa Silva et al., 2017; Pereira et al.,
2021; Zhai et al., 2012).

Em 2012, os estudos de (Zhai et al., 2012) apontaram que o cloridrato de
sertralina exibiu atividade antifingica contra Cryptococcus neoformans, in vitro ainda
foi considerada fungicida para todos os isolados de Cryptococcus spp. Ainda, desse
mesmo estudo foi observado que o cloridrato de sertralina atua sinergicamente ou
aditivamente com o fluconazol, reduzindo a carga fungica no cérebro, rim e baco.
Posteriormente, (Costa Silva et al.,, 2017) demonstraram em seus estudos que a
classe de ISRSs apresentaram atividade antifUngica ao causar alteracdes na
membrana e diminuir a viabilidade do biofilme in vitro em diferentes cepas de Candida
spp. Mais recentemente, (Pereira et al., 2021) constataram a ac¢do dos farmacos o

cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina na reducéo de capsula e biofilme de
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C. neoformans, essa acao foi verificada tanto com os ISRS isolados quando em

combinagdo com AmB.
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3 PROPOSICAO

3.1. Objetivo geral

A proposta deste estudo € avaliar a atividade antifingica e antibiofilme de
farmacos Inibidores Seletivos da Recaptacdo da Serotonina (ISRS), cloridrato de

fluoxetina e cloridrato de paroxetina, frente a Cryptococcus gattii.

3.1.1 Objetivos especificos

a) Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos farmacos cloridrato de
fluoxetina e cloridrato de paroxetina frente a C. gattii;

b) Determinar a Concentracdo Fungicida Minima (CFM) dos farmacos cloridrato de
fluoxetina e cloridrato de paroxetina frente a C. gattii;

c) Avaliar o efeito sinérgico dos farmacos cloridrato de fluoxetina e cloridrato de
paroxetina em combinagcdo com do antifungico anfotericina B;

d) Avaliar a acédo do cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina em capsula e
corpo celular de Cryptococcus gattii;

e) Avaliar o efeito dos farmacos cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina na
qguantidade de ergosterol de Cryptococcus gattii;

f) Avaliar a acdo de cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina em biofilme de

Cryptococcus gattii;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos e condicdes de cultivo

Para a realizacdo dos ensaios, foi utilizada a cepa de referéncia ATCC (The
American Type Culture Collection) de Cryptococcus gattii (ATCC 56990) e a cepa
clinica 5 de Cryptococcus gattii, provenientes de pacientes com culturas positivas para
Cryptococcus spp. (Carmo, 2021) e posteriormente mantidas no laboratério de
Microbiologia e Imunologia ICT-UNESP.

Como controle no ensaio de microdiluicdo em caldo foi utilizada Candida krusei
ATCC 6258. Todas provenientes do laboratorio de Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia da Universidade Estadual Paulista (ICT/UNESP) de
Sdo José dos Campos-SP. Todos os micro-organismos foram cultivados em agar
Sabouraud dextrose.

Para a realizacao dos experimentos, Cryptococcus gattii foi incubado a 30 °C,
em agitacdo de 80 - 100 rpm por um periodo de 48 horas e Candida krusei por 24
horas a 37 °C. Durante o0s ensaios as incubacdes foram realizadas a 37 °C para todos

0S micro-organismos.

4.2 Farmacos e antifungicos

Para a avaliacdo da sensibilidade e dos efeitos sinérgicos foram utilizados
farmacos Inibidores Seletivos da Recaptacdo da Serotonina (ISRS), cloridrato de
fluoxetina (Fagron, Bolonha, Italia), cloridrato de paroxetina (Infinity Pharma, Hong
Kong, China) e anfotericina B (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EUA). Uma solucéo
fresca de cada droga foi preparada antes de cada ensaio usando uma concentracao
maxima de 1% dimetil sulféxido (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) como co-
solvente para maximizar a solubilidade. A solug&o intermediéaria foi preparada em meio
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) para os ensaios.
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4.3 Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM)

Para a determinacédo da Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada a
técnica de microdiluicdo em caldo de acordo com o Comité Europeu de Teste de
Susceptibilidade Antimicrobiana (EUCAST) (Arendrup et al., 2016). Para isso, 0 meio
de cultura RPMI-1640 (com L-glutamina, pH 7,0, mas sem bicarbonato de sddio) e
acrescido de 2% de glicose tamponado com MOPS 0,165 M foi utilizado. A
concentracado da suspensao fungica foi de 2,5x10° cels/mL. O controle do teste foi
realizado com anfotericina B e a levedura Candida krusei ATCC 6258 foi utilizada
como controle do experimento. Os resultados foram analisados por leitura visual e por
leitura espectrométrica a 530 nm apos 48 h de incubacéo. A CIM é considerada a

menor concentracdo em que se observou a inibicdo do crescimento de fungico.
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Figura 1 — Divisdo da placa de microdiluicdo com 96 pocos para microrganismos C.
gattii ATCC, C. gattii Clinica 5 e C. krusei e os farmacos cloridrato de fluoxetina,
cloridrato de paroxetina e anfotericina B
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.4 Determinacdo da concentracao fungicida minima (CFM)

Apds o tempo necessario de incubacgéo para os testes, uma aliquota de cada
um dos 96 pocos da placa de microdiluicdo foi retirada e colocada cuidadosamente
em agar Sabouraud. Apos 48 h de incubacao a 37 °C foi verificado o crescimento ou
nao de colbnias e as respectivas concentragdes. A Concentragédo Fungicida Minima
(CFM) é determinada pela menor concentracdo onde ndo se observa o crescimento.

A proporcdo encontrada entre CFM e CIM foi utilizada para interpretar os
resultados, definindo a droga como fungistatico (CFM / CIM: > 4) ou fungicida (CFM /
CIM: < 4) (Siddiqui et al., 2013).



25

Figura 2 — Divisdo da placa agar Sabouraud para determinar o CFM para os
microrganismos C. gattii ATCC e C. gattii Clinica 5 com os farmacos cloridrato de
fluoxetina, cloridrato de paroxetina e anfotericina B
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.5 Avaliacdo da atividade sinérgica dos farmacos ISRS com anfotericina B

A atividade sinérgica dos ISRS com a anfotericina B foi avaliada pela técnica
do “tabuleiro de xadrez”’. Essa técnica é baseada no teste de sensibilidade por
microdiluicdo em caldo, preconizada pelo EUCAST (Arendrup et al., 2016). Os
compostos foram adicionados nas placas em concentragcdo quatro vezes maior e
foram realizadas diluicbes seriadas com 0s compostos a serem combinados. A
concentragao da suspensao fungica foi de 5x10° cels/mL. As placas foram incubadas
a 37 °C e lidas apos 48 horas por leitura visual e espectrofotométrica a 570 nm. O
resultado do teste € a menor concentracdo de cada droga, que inibiu completamente
o0 crescimento da fungico. Para o calculo foi utilizado o indice de concentracéo
inibitoria fracionéria (FICI), calculado usando a equacgéo: FIC = FICA + FICB, onde o
FIC é a razdo da CIM do farmaco em combinagcdo com a CIM sozinha (Odds, 2003).

Uma combinagéo foi considerada sinergética a uma FICI <0,5, indiferente a FICI> 1 e
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< 4 e antagonista em FICI> 4,0. A mesma férmula foi utilizada para calcular o indice

de concentracédo fungicida fracionaria (FFCI), usando valores CFM em vez de CIM.

Figura 3 — Divisdo na placa de microdiluicdo de 96 pocos para ensaio de sinergismo
dos microrganismos C. gattii ATCC e C. gattii clinica 5 com os farmacos cloridrato de
fluoxetina, cloridrato de paroxetina e anfotericina B
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.6 Efeitos dos farmacos ISRS sobre a capsula de Cryptococcus gattii

Cryptococcus gattii cepa ATCC 56990 e a cepa clinica 5 passaram por
procedimentos de inducdo da capsula de acordo com protocolo descrito por
(Zaragoza, Casadevall, 2004). Para isso C. gattii foi cultivado em 10 mL de meio
Sabouraud com agitagdo (150 rpm) por 24 h a 30 °C. Apos a incubacao, as células
foram coletadas por centrifugacdo, por 5 min a 5000 rpm, lavadas duas vezes com
PBS e padronizadas em 5x10° células/mL. Apds a padronizagao, as células foram
incubadas em tubos de 1,5 mL, contendo 1000 puL do meio de indugéo de cépsula

(Sabouraud diluido 1/10 em 50 mM de MOPS, pH 7,3), por 24 h a 30 °C.
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Posteriormente, as células com as capsulas induzidas receberam o tratamento
com as concentracdes sub-inibitérias relacionadas as CIMs dos farmacos: 15,62
Mg/mL para cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina e 0,25 pg/mL para
anfotericina B. Como controle, foi utilizada células com as capsulas induzidas sem
tratamento. O tratamento foi realizado por 24 h com agita¢éo, a 30 °C. Para a analise,
as células foram coradas por Tinta da China (Nankin, Acrilex) e analisadas com o
auxilio do microscopio optico Axioplan 2 (Zeiss, Alemanha) com o aumento de 400
vezes. O tamanho da capsula foi calculado usando o software ImageJ (Rueden et al.,
2017), medindo a diferenga entre a célula inteira — corpo e cdpsula — e o tamanho do

corpo celular. Foram analisadas 20 células de cada grupo para medicao.

Figura 4 — Esquema demonstrando como todo processo de preparacao, incubacéo,
tratamento, andlises e a medi¢cdo do tamanho do corpo e da capsula da célula de C.
gattii
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Fonte: Elaborado pela autora.
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4.7 Efeito dos farmacos ISRS no conteudo do ergosterol

Cepas de C. gattii ATCC 56990 e clinica 5 foram cultivadas em &gar Sabouraud
dextrose e adicionados os farmacos cloridrato de fluoxetina, cloridrato de paroxetina
e anfotericina B, isoladamente em concentragfes de 1x e 2x valor de CIM em estufa
por 48 h a 37 °C. Apos o periodo de cultivo, foram coletados 20 mg de massa fangica
umida em tubos falcon de 15 mL e adicionados 3 mL de solucao etanodlica de KOH
25% (em etanol 70%) e levados ao vortex por 1 minuto em agitacdo para em entao,
incubarem os tubos em banho-maria a 85 °C por 1 hora.

Apébs as amostras esfriarem a temperatura ambiente, foram adicionados 1 mL
de agua destilada estéril e 3 mL de heptano, em seguida as amostras foram levadas
ao vortex por 3 minutos e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente para entao
remover 500 pL do sobrenadante e dispensar 100 pL do sobrenadante de cada cultura
em uma placa de 96 pocos de quartzo e ler em espectrofotometro a 282 nm junto a
curva padrao de ergosterol. Solucdo padrdo de ergosterol de 2000 pg/mL (em

etanol) e a concentracdo da curva de 0,5 pg/mL a 1024 ug/mL.

Figura 5 — Esquema demonstrando como o processo de cultivo e preparacao passo a
passo para determinar os efeitos dos farmacos ISRS no contetudo do ergosterol de C.
gattii
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Fonte: Elaborado pela autora.
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4.8 Avaliagcédo dos compostos frente a biofilme de Cryptococcus gattii

4.8.1 Formacao e tratamento do biofime

A formacao de biofilme foi realizada de acordo com (Martinez, Casadevall,
2006), sendo feitas algumas modificagbes. Foram adicionadas 102 cels/mL a pogos
individuais de placas de 96 pocos e posteriormente essas placas foram incubadas a
37 °C sem agitacdo durante 24 h para que ocorra a pré-adesao. Apos o estagio de
pré-adesao, os pocos foram lavados 3 vezes com PBS para remover as leveduras ndo
aderentes e os biofilmes maduros foram formados por 48 h sem agitagao a 37 °C em
meio RPMI. Ap6s sua formacdo o biofilme foi tratado com os farmacos em
concentracfes de 10x e 20x valor de CIM por um periodo de 24 h e o efeito dos
farmacos sobre o biofilme foi avaliado a partir da biomassa quantificada por cristal

violeta e da contagem de col6nias (UFC/mL).

Quadro 1- Valores obtidos de CIM (ug/mL) dos farmacos cloridrato de fluoxetina,
cloridrato de paroxetina e anfotericina B e as concentracdes utilizadas para o
tratamento do biofilme sobre C.gattii

Farmaco Microrganismo Cim Concentragdo do farmaco para
(pg/ml) tratamento do biofilme (pg/mil)
C.gattii ATCC 31,25 10x MIC 3125 pg/ml
Cloridrato de fluoxetina C. gattii CLINICA 5 pg/mi 20x MIC 625 pg/ml
C.gattii ATCC 31,25 10X MIC 312,5 pg/ml
Cloridrato de paroxetina C. gattii CLINICA & pg/mil 20x MIC 625 pg/mi
C.gattii ATCC 0,5 pg/ml 5x MIC 2.5 pug/ml
Anfotericina B C. gattii CLINICA & 10x MIC 5 pg/mil

Fonte: Elaborado pela autora.

4.8.2 Efeito dos farmacos na biomassa do biofilme

Com a finalidade de quantificar a biomassa dos biofilmes foi utilizada a

metodologia descrita de acordo com (Peeters et al., 2008). Os biofilmes formados e
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tratados com os farmacos cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina por um
periodo de 24 horas foram lavados com PBS e fixados com etanol absoluto durante
15 minutos, entdo o etanol foi removido e a placa foi mantida a temperatura ambiente
por aproximadamente 24 horas, até completa evaporacédo do etanol. Posteriormente,
100 pL de cristal violeta a 0,5% foram adicionados a cada poco, e apds 20 minutos, o
excesso do corante foi removido com PBS. Em seguida, foram adicionados 100 pL de
etanol absoluto em cada poco da placa para diluir o corante para entdo serem lidas

em leitor Elisa com comprimento de onda de 570 nm.

Figura 6 — Divisdo na placa de microdiluicdo de 96 pocos para biofilme e cristal violeta
dos microrganismos C. gattii ATCC e C. gattii clinica 5 com os farmacos cloridrato de
fluoxetina, cloridrato de paroxetina e anfotericina B

Cloridrato de Cloridrato de

fluoxetina paroxetina Anfotericina B
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RPMIeinéculo  RPMI
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Cloridrato de Cloridrato de
fluoxetina paroxetina Anfotericina B
10x  20x 10X 20x% 5% 10x
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A
B
cC )
Clinica 5 h- - — =
D
E ) ()
F | )
N
G
g

Controle +  Controle -
RPMIeindculo  RPMI

Legenda: ATCC: C. gattii ATCC 56990; cepa Clinica 5: C. gattii CLINICA 5; 5x: 5 vezes o valor de CIM;
10x: 10 vezes o valor de CIM; 20x: 20 vezes o valor de CIM; CF: cloridrato de fluoxetina;
Fonte: Elaborado pela autora.

4.8.3 Determinacdo do efeito dos farmacos na viabilidade do biofilme por
determinacdo do numero de Unidades Formadora de Col6nia por mililitro
(UFC/mL)

Apoés a formacédo e o tratamento do biofilme os pocos foram sonicados por 30
segundos utilizando-se homogeneizador ultrassonico (Sonics Vibra Cell) com
poténcia de 30 W, para desagregar o biofilme. A partir das diluicdes obtidas foram
realizadas diluicdes seriadas, das quais aliquotas de 5 pyL foram semeadas em placas
com agar Sabouraud incubadas a 37 °C por 48 h para posterior contagem e avaliacdo

dos efeitos dos farmacos.
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Figura 7 — Experimento para determinar o nimero de UFC/mL ap0és tratamento do
biofilme e contagem do nimero de coldnias por semeadura em placas de agar

Formagé#o de biofilme Homogeneizador ultrassénico
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Legenda: ATCC: C. gattii ATCC 56990; 10x: 10 vezes o valor de CIM; 20x: 20 vezes o valor de CIM,;
CF: cloridrato de fluoxetina; P: puro; Controle +: indculo e meio RPMI;
Fonte: Elaborado pela autora.
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4.8.4 Atividade metabdlica dos microrganismos pelo teste de XTT

A viabilidade do biofilme de Cryptococcus gattii foi determinada através de um
ensaio de (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida) (XTT).
Os biofilmes foram formados conforme descrito acima. Apds a formacéo do biofilme e
o tratamento medicamentoso, cada um dos pocos foi lavado com 100 yL de PBS e
posteriormente inoculado 50 pL da de XTT (1 mg/mL) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO)
e 4 uL de menadiona (1 mM) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Apos 1 h de incubacéo
no escuro a 37°C, 50 uL de solugao foram transferidos de cada poco para outra placa

e sua absorcéo foi registrada a 490 nm.

Figura 8 - Experimento para determinar a atividade metabdlica dos microrganismos
pelo teste de XTT
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fluoxetina paroxetina Anfotericina B
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Fonte: Elaborado pela autora.
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4.9 Andlise estatistica

Todos os dados foram submetidos a analise estatistica utilizando o software
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). Os dados obtidos pelos
testes de atividade antifungica em biofilmes pelo Kruskal-Wallis test com Dunn, como
pos teste. Para o0 a analise de UFC/ mL foi utilizado ANOVA complementado pelo

Teste de Tukey. Para todos os ensaios o nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.
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5 RESULTADO

5.1 Determinacao da Concentracao Inibitoria Minima (CIM).

Ambos os farmacos, cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina,
demonstraram acdo antifiUngica sobre as cepas avaliadas com valores de CIM de

31,25 pug/mL. Os valores de CIM estéo dispostos na Quadro 2.

Quadro 2 - Valores de Concentracao Inibitéria Minima (ug/mL) dos farmacos cloridrato
de fluoxetina, cloridrato de paroxetina frente Cryptococcus gattii. Candida krusei e
anfotericina B foram utilizados como controles

Cloridrato de Cloridrato de Anfotericina

Microrganismo fluoxetina paroxetina B
Cryptococcus gattii ATCC 56990 31,25 pg/mL 31,25 pg/mL 0,5 pg/mL
Cryptococcus gattii clinica 5 31,25 pug/mL 31,25 pug/mL 0,5 pg/mL
Candida krusei ATCC 6258 - - 0,5 pg/mL

Fonte: Elaborado pela autora.

5.2 Determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

De acordo com Siddiqui et al. (2013) a proporc¢éo encontrada entre CFM e CIM
€ utilizada para definir o farmaco como fungistatico (CFM / CIM: > 4) ou fungicida
(CFM / CIM: < 4). Ambos os farmacos, cloridrato de fluoxetina e cloridrato de
paroxetina, demonstraram acéao fungicida (CFM / CIM = 1) sobre as cepas testadas.

Os valores de CFM estao dispostos na Quadro 3.
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Quadro 3 - Valores de Concentracdo Fungicida Minima (pg/mL) dos farmacos

cloridrato de fluoxetina, cloridrato de paroxetina e anfotericina B sobre Cryptococcus

gattii
Cloridrato de Cloridrato de Anfotericina
Microrganismo fluoxetina paroxetina B
Cryptococcus gattii ATCC 56990 31,25 pg/mL 31,25 pg/mL 0,5 pg/mL
Cryptococcus gattii clinica 5 31,25 pg/mL 31,25 pg/mL 0,5 pg/mL

Fonte: Elaborado pela autora.

5.3 Determinacdo do efeito combinatério dos compostos com anfotericina B

A avaliagéo do efeito sinérgico dos farmacos cloridrato de fluoxetina e cloridrato
de paroxetina com a anfotericina B, apresentaram valores sinérgicos para cepas de
C. gattii ATCC 56990, de acordo com o calculo de FICI, como pode ser observado na
tabela 4. As combinacfes de cloridrato de fluoxetina e AmB (CF+ AmB) e cloridrato
de paroxetina e AmB (CP+ AmB), resultaram em duas e uma concentracdes
sinérgicas, respectivamente. Trés concentra¢cdes reduziram significativamente os
valores de CIM dos farmacos ISRS entre 4 e 8x e para o antifingico AmB a reduc¢éo
no valor de CIM foi de 4x.

JA4 para as cepas Cryptococcus gattii clinica 5 foi observado resultado

indiferente ao sinergismo.
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Quadro 4 - Valores de Concentracao Inibitoria Minima (CIM) dos farmacos sozinhos e

combinados com anfotericina B contra C. gattii, e a verificacdo da atividade dos

farmacos quando combinados

Combinacao
AXB ~ ~
CIM A CIMB |FICA | FICB |Reducédo | Reducéo
CIM A CIMB
CF+ AmB 31.25 0.5 3.9 0.125 8x 4x
Mg/mL Mg/mL
CF + AmB 31.25 0.5 7.8 0.125 4x 4x
Mg/mL Mg/mL
CP + AmB 31.25 0.5 7.8 0.125 4x 4x
Mg/mL Mg/mL

Legenda: O ensaio do tabuleiro de xadrez foi realizado com o C. gattii ATCC 56990; A: farmaco ISRS;
B: farmaco antifingico; CF: Cloridrato de fluoxetina; CP: cloridrato de paroxetina; AmB: anfotericina B;
CIM, concentra¢do inibitéria minima; FICI, concentracgéo inibitoria fracionada.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.4 Avaliacdo dos farmacos ISRS sobre a capsula de Cryptococcus gattii

Apos as células de C. gattii ATCC 56990 e C. gattii clinica 5 serem cultivadas

em meio de inducédo de capsula, as mesmas receberam os tratamentos com cloridrato

de fluoxetina, cloridrato de paroxetina e anfotericina B em concentragées sub-

inibitérias pelo periodo de 24 h.

Os farmacos cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina, em
concentracdes sub-inibitorias (15,62 pg/mL) reduziram 48,16% (p<0.0001) e 38%
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(p<0.0001) respectivamente, do tamanho da capsula de C. gattii ATCC 56990 em
relacdo ao controle sem tratamento, enquanto o antifingico anfotericina B (0,25
pg/mL) reduziu 45,52% (p<0.0001) no tamanho capsular das leveduras. Todos 0s
farmacos apresentaram diferencas estatisticamente significantes em relacéo ao grupo
controle (figura 9).

Figura 9 - Efeitos dos tratamentos com farmacos em concentracfes sub-inibitérias em
capsula de C. gattii ATCC 56990
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Legenda: CF: cloridrato de fluoxetina; CP: cloridrato de paroxetina; AmB: anfotericina B. O asterisco (*)
representa significancia estatistica em rela¢é@o ao controle sem tratamento. Os dados foram submetidos
a analise estatistica utilizando Kruskal-Wallis test com Dunn.

Fonte: Elaborado pela autora.

Os farmacos cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina, em
concentracbes sub-inibitorias (15,62 pg/mL) reduziram em 37,53% (p<0.0001) e
41,05% (p<0.0001) respectivamente, do tamanho da cipsula de C. gattii clinica 5 em
relacdo ao controle sem tratamento, enquanto o antifingico anfotericina B (0,25

png/mL) reduziu 29,40% (p= 0,0003) no tamanho capsular das leveduras. Todos 0s



39

farmacos apresentaram diferencas estatisticamente significantes em relacao ao grupo

controle (figura 10).

Figura 10 - Efeitos dos tratamentos com farmacos em concentracdes sub- inibitorias
em cépsula de C. gattii clinica 5
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Legenda: CF: cloridrato de fluoxetina; CP: cloridrato de paroxetina; AmB: anfotericina B. O asterisco (*)
representa significancia estatistica em rela¢é@o ao controle sem tratamento. Os dados foram submetidos
a analise estatistica utilizando Kruskal-Wallis test com Dunn.

Fonte: Elaborado pela autora.

5.5 Efeito dos farmacos ISRS no contetudo do ergosterol

A analise do efeito dos farmacos cloridrato de fluoxetina, cloridrato de
paroxetina e anfotericina B no conteudo do ergosterol de C. gattii aponta que nao
houveram diferencas estatisticas com os tratamentos realizados em relacao ao grupo

controle (Figura 11).
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Figura 11 - Determinacéo da eficacia dos farmacos cloridrato de fluoxetina, cloridrato
de paroxetina e anfotericina B no contetdo de ergosterol sobre C. gattii
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Legenda: C.gattii: controle inéculo acrescido com meio RPMI; 1x: 1 vezes o valor de CIM; 2x: 2 vezes
o valor de CIM; CF: cloridrato de fluoxetina; CP: cloridrato de paroxetina; AmB: anfotericina B; Os dados
foram submetidos a andlise estatistica utilizando Kruskal-Wallis test com Dunn.

Fonte: Elaborado pela autora.

5.6 Atividade antibiofilme dos farmacos ISRS

5.6.1. Efeito dos farmacos ISRS na biomassa do biofilme de C. gattii

Para o tratamento do biofilme de C. gattii ATCC 56990 e C. gattii clinica 5

foram usadas as concentragfes 10x CIM e 20x CIM dos farmacos cloridrato de

fluoxetina, cloridrato de paroxetina e 10x CIM de anfotericina B.
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O tratamento do biofilme de C. gattii ATCC 56990 com cloridrato de fluoxetina
pelo tempo de 24 horas promoveu acéo antibiofilme nas concentragdes de 10x valor
de CIM (312,5 pg/mL) e 20x valor de CIM (625 pug/mL) com 57,72% (p= 0,0002) e
63,44% (p <0,0001) de reducédo na biomassa respectivamente. J4 o tratamento com
cloridrato de paroxetina pelo tempo de 24 horas promoveu acgédo antibiofilme nas
concentracdes de 10x valor de CIM (312,5 pg/mL) e 20x valor de CIM (625 pg/mL)
com reducao na biomassa do biofilme em 42,69% (p= 0,0091) e 56,03% (p= 0,0009),
respectivamente. A anfotericina B 10x valor de CIM (5 pg/mL) utilizada como controle
reduziu a biomassa do biofilme em 77,98% (p <0,0001). Todas as concentracdes de
ambos os farmacos ISRS apresentaram diferencas estatisticamente significantes em

relacdo ao grupo controle (figura 12).

Figura 12 - Atividade antibiofilme dos farmacos cloridrato de fluoxetina, cloridrato de
paroxetina e anfotericina B sobre C. gattii ATCC 56990 por 24 horas
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Legenda: 10x: 10 vezes o valor de CIM; 20x: 20 vezes o valor de CIM; CF: cloridrato de fluoxetina; P:
puro; AmB: anfotericina B; Controle: indculo acrescido com meio RPMI; O asterisco (*) representa
significancia estatistica em relagédo ao controle sem tratamento. Os dados foram submetidos a andlise
estatistica utilizando Kruskal-Wallis test com Dunn.

Fonte: Elaborado pela autora.
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O tratamento do biofilme de C. gattii clinica 5 com cloridrato de fluoxetina pelo
tempo de 24 horas promoveu agao antibiofilme nas concentracdes de 10x valor de
CIM (312,5 pg/mL) e 20x valor de CIM (625 pg/mL) com 66,34% (p <0,0001) e 76,66%
(p <0,0001) de reducao da biomassa do biofilme, respectivamente. J4 o tratamento
com cloridrato de paroxetina pelo tempo de 24 horas promoveu acdo antibiofilme nas
concentracbes de 10x valor de CIM (312,5 pg/mL) e 20x valor de CIM (625 pg/mL)
promoveram reducéo na biomassa do biofilme em 62,17% (p= 0,0005) e 68,03% (p=
0,0003), respectivamente. A anfotericina B utilizada 10x valor de CIM (5 pug/mL) como
controle reduziu 90,40% (p <0,0001) da biomassa do biofilme. Todas as
concentracbes de ambos os farmacos ISRS apresentaram diferencas

estatisticamente significantes em relagéo ao grupo controle (figura 13).

Figura 13 - Atividade antibiofilme dos farmacos cloridrato de fluoxetina, cloridrato de
paroxetina e anfotericina B sobre C. gattii clinica 5 por 24 horas
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Legenda: 10x: 10 vezes o valor de CIM; 20x: 20 vezes o valor de CIM; CF: cloridrato de fluoxetina; P:
puro; AmB: anfotericina B; Controle: indculo acrescido com meio RPMI; O asterisco (*) representa
significancia estatistica em relagédo ao controle sem tratamento. Os dados foram submetidos a andlise
estatistica utilizando Kruskal-Wallis test com Dunn.

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.6.2 Determinacgao do efeito dos farmacos ISRS na viabilidade do biofilme por
determinagcdo do numero de Unidades Formadora de Col6nia por mililitro
(UFC/mL)

Em relagéo ao efeito dos farmacos na viabilidade do biofilme, o tratamento do
de C. gattii ATCC 56990 com cloridrato de fluoxetina 20x valor de CIM (625 pg/mL)
promoveu uma reducgéo de 1,446 log, na viabilidade (p< 0,0001). Ja o tratamento de
cloridrato de paroxetina 20x valor de CIM (625 pg/mL) promoveu uma reducgéo de 1,21
log, na viabilidade do biofilme (p< 0,0001). A anfotericina B utilizada 10x valor de CIM
(5 pg/mL) como controle reduziu 1,73 log (p <0,0001) da viabilidade do biofilme. Todas
as concentracbes de ambos os farmacos ISRS apresentaram diferencas

estatisticamente significantes em relacéo ao grupo controle (figura 14).

Figura 14 - Ensaio de unidades formadoras de colénias (UFC) dos farmacos cloridrato
de fluoxetina, cloridrato de paroxetina e anfotericina B sobre C. gattii

C. gattii (ATCC 56990)
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Legenda: 10x: 10 vezes o valor de CIM; 20x: 20 vezes o valor de CIM; CF: cloridrato de fluoxetina; P:
puro; AmB: anfotericina B; Controle: in6culo acrescido com meio RPMI; O asterisco (*) representa
significancia estatistica em rela¢@o ao controle sem tratamento. Os dados foram submetidos & analise
estatistica utilizando Kruskal-Wallis test com Dunn.

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.6.3 Avaliagédo da viabilidade do biofilme pelo ensaio de XTT

Para o tratamento do biofilme de C. gattii ATCC 56990 e C. gattii clinica 5
foram usadas as concentracfes 10x CIM e 20x CIM dos farmacos cloridrato de
fluoxetina, cloridrato de paroxetina e 5x e 10x CIM para anfotericina B.

O tratamento do biofilme de C. gattii ATCC 56990 com cloridrato de fluoxetina
pelo tempo de 24 horas promoveu diminuicdo da viabilidade do biofilme nas
concentragdes de 10x valor de CIM (312,5 pg/mL) e 20x valor de CIM (625 pg/mL)
com 39,05% (p=0.0109) e 78,94% (p=0.0082) de reducdo na viabilidade
respectivamente. Ja o tratamento com cloridrato de paroxetina pelo tempo de 24 horas
nas concentracdes de 10x valor de CIM (312,5 pg/mL) e 20x valor de CIM (625 pg/mL)
promoveram diminuicdo da viabilidade do biofilme em 56,99% (p<0.0001) e 67,64%
(p<0.0001), respectivamente. A anfotericina B 5x valor de CIM (2,5 pg/mL) e 10x valor
de CIM (5 pg/mL) utilizada como controle reduziu a atividade metabdlica em 27,70%
(p=0.2913) e 42,24% (p=0.0037), respectivamente. Todas as concentracfes de
ambos os farmacos ISRS apresentaram diferencas estatisticamente significantes em

relacdo ao grupo controle (figura 15).
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Figura 15 - Avaliacdo da atividade metabdlica sobre C. gattii ATCC 56990 frente aos
farmacos cloridrato de fluoxetina, cloridrato de paroxetina e anfotericina B
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Legenda: C+: controle inéculo acrescido com meio RPMI; 5x: 5 vezes o valor de CIM; 10x: 10 vezes o
valor de CIM; 20x: 20 vezes o valor de CIM; F: cloridrato de fluoxetina; P: paroxetina; AmB: anfotericina
B; O asterisco (*) representa significancia estatistica em relacéo ao controle sem tratamento. Os dados
foram submetidos a analise estatistica utilizando Kruskal-Wallis test com Dunn.

Fonte: Elaborado pela autora.

O tratamento do biofilme de C. gattii clinica 5 com cloridrato de fluoxetina pelo
tempo de 24 horas promoveu acdo na diminuicdo da viabilidade do biofilme nas
concentragdes de 10x valor de CIM (312,5 pg/mL) e 20x valor de CIM (625 pg/mL)
com 57,13% (p <0.0001) e 84,62% (p<0.0001) de reducdo na viabilidade
respectivamente. J4 o tratamento com cloridrato de paroxetina pelo tempo de 24 horas
nas concentracoes de 10x valor de CIM (312,5 pg/mL) e 20x valor de CIM (625 pg/mL)
promoveram reducdo da viabilidade do biofilme em 65% (p<0.0001) e 58,64%
(p<0.0001), respectivamente. A anfotericina B 5x valor de CIM (2,5 pg/mL) e 10x valor
de CIM (5 pg/mL) utilizada como controle reduziu a atividade metabdlica em 11,12%

(p>0.9999) e 20,83% (p>0.9999), respectivamente. Todas as concentragbes de
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ambos os farmacos ISRS apresentaram diferencas estatisticamente significantes em

relacdo ao grupo controle (figura 16).

Figura 16 - Avaliacdo da atividade metabdlica sobre C. gattii clinica 5 frente aos
farmacos cloridrato de fluoxetina, cloridrato de paroxetina e anfotericina B
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Legenda: C+: controle inéculo acrescido com meio RPMI; 5x: 5 vezes o valor de CIM; 10x: 10 vezes o
valor de CIM; 20x: 20 vezes o valor de CIM; F: cloridrato de fluoxetina; P: cloridrato de paroxetina; AmB:
anfotericina B; O asterisco (*) representa significAncia estatistica em relacdo ao controle sem
tratamento. Os dados foram submetidos a andlise estatistica utilizando Kruskal-Wallis test com Dunn.
Fonte: Elaborado pela autora.
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6 DISCUSSAO

De maneira significativa, os casos de infeccfes fungicas expandiram nos
altimos anos, entre estas, a criptococose pela alta incidéncia tanto em individuos
imunocomprometidos como imunocompetentes (Perfect et al., 2010; Spitzer et al.,
2017). A resisténcia de Cryptococcus spp. ao tratamento convencional j4 é descrita
além da quantidade limitada de compostos antifingico e o alto custo, somado a alta
toxicidade ao hospedeiro, tornam indispensavel a procura por novas possibilidades de
tratamento (Rodero et al., 2003; Scorzoni et al., 2017).

O reposicionamento de farmacos € bem descrito como alternativa
promissoras ao tratamento (Katragkou et al., 2016; Pushpakom et al., 2019) e no
presente estudo nos utilizamos de antidepressivos da classe dos Inibidores Seletivos
da Recaptacédo da Serotonina, cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina para
serem utilizados contra infec¢cbes fungica para avaliar suas acdes antifingicas em
Cryptococcus gattii, ja que estes farmacos tem apresentado agéo contra espécies
fungicas, relatada em estudos envolvendo Candida spp., Aspergillus spp. e
Cryptococcus neoformans (Lass-Florl, 2001; Oliveira et al., 2014; Pereira et al., 2021),
porém nao ha relatos de suas atividades em Cryptococcus gattii.

Em nosso estudo ambos os farmacos, cloridrato de fluoxetina e cloridrato de
paroxetina apresentaram CIM de 31,25 ug/mL frente a Cryptococcus gattii. (Costa
Silva et al., 2017; Oliveira et al., 2018) demonstraram em estudos com Candida spp.
que os farmacos ISRS possuem um efeito inibitério comprovado, visto que reduzem a
formacéo de biofilme e rompem o plasma e a membrana mitocondrial ocasionando a
morte celular por apoptose. Neste mesmo estudo também foi verificado que o
cloridrato de fluoxetina inibiu o crescimento fangico nas concentracdes de 127 a 508
pg/mL e o cloridrato de paroxetina inibiu o crescimento fungico nas concentracdes de
80 a 320 pg/mL. (Pereira et al., 2021) demostrou inibicdo no crescimento fangico de
Cryptococcus neoformans com concentragdes de cloridrato de fluoxetina de 9,6 pg/mL
e de cloridrato de paroxetina de 41 pg/mL.

Quando avaliamos os efeitos combinados dos farmacos com anfotericina B
foram encontradas 3 combinacgdes sinérgicas para cepas ATCC que reduziam de 4 a

8 vezes os valores de CIM para CF e CP, enquanto para as cepas clinica 5 foi
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observado resultado indiferente ao sinergismo. Em estudos semelhante (Oliveira et
al., 2014) utilizou cepas de Candida para avaliar os efeitos do cloridrato de fluoxetina
e fluconazol usados em combinacéo, encontrando um efeito sinérgico para 6 das 12
cepas testadas, entre essas 4 cepas eram resistentes ao fluconazol. Nesse estudo foi
observado que a combinacéo cloridrato de fluoxetina e fluconazol reduziu em até 64
vezes o valor de CIM do antifungico fluconazol.

O ergosterol é principal esterol fungico, constituinte natural da membrana
plasmatica dos fungos (Maertens, 2004), podendo ser empregado como um indicador
de crescimento fungico utilizando a quantificacdo do ergosterol como medida de
biomassa fungica (Ruzicka et al., 2000; Seitz et al., 1977). Farmacos antifingicos
como a anfotericina B agem ao se ligar ao ergosterol (Mesa-Arango et al., 2012),
enquanto farmacos antifingicos da classe dos azoles: fluconazol, itraconazol e
voriconazol possuem um mecanismo de acdo comum que impede a sintese do
ergosterol através da inibicdo do citocromo fungico P450-dependente da enzima
lanosterol 14-a-demetilase (Brajtburg et al., 1990; Maertens, 2004). Episédios de
resisténcia a esses farmacos também pode estar relacionada com ocorréncia de
alteracdes mutagénicas nos genes ergll e/ou superproducédo de ergosterol (Rogers,
2006).

Quando avaliamos o efeito dos farmacos IRSR, cloridrato de fluoxetina e
cloridrato de paroxetina no conteido do ergosterol de C. gattii ndo encontramos
diferencas estatisticas com os tratamentos realizados em relacdo ao grupo controle.
(Santos et al., 2012) mostraram que o tratamento com fluconazol causou uma reducao
de 36% do conteudo de ergosterol de Cryptococcus gattii em comparag¢do ao grupo
controle, enquanto o tratamento com anfotericina B ndo alterou a quantidade de
ergosterol em comparacdo com o grupo de controle. Ainda quando testado a
combinacao de fluconazol com anfotericina B, a reducdo no conteudo de ergosterol
foi semelhante (35%) ao tratamento apenas com fluconazol na mesma concentragéo.

Capsulas sdo estruturas encontradas ao redor do corpo celular de
microrganismos que conferem caracteristicas aos organismos encapsulados. No caso
do fungo Cryptococcus spp., a capsula € um importante fator de viruléncia e tem a
capacidade de variagcdo no tamanho das céapsulas, dependendo das condicbes
ambientais em que se encontra (Zaragoza, Casadevall, 2004).

Em nosso estudo observamos que em concentracdes sub-inibitéria de
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cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina (15,62 pg/mL) houveram reducéao no
tamanho da capsula em 48,16% e 38%, respectivamente de C. gattii ATCC 56990 em
relacdo ao controle sem tratamento. Ja para C. gattii clinica 5, as concentra¢des sub-
inibitoria de cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina reduziram o tamanho da
capsula em 37,53% e 41,05% respectivamente. (Pereira et al., 2021) também utilizou
concentracdes sub-inibitérias para cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina e
estes reduziram significativamente o tamanho das capsulas de C. neoformans em
65% e 63% (P < 0.0001), respectivamente. Ao cultivar células fungicas na presenca
do anti-helmintico mebendazol (Joffe et al., 2017) identificou alteragcdes morfologicas
expressivas que incluiam perda da forma esférica, sulcos intracelulares e dimensfes
capsulares reduzidas (p < 0.05).

Feldmesser et al. (2001) observou que durante a infeccdo pulmonar em
murinos ocorreram mudangas morfoldgicas evidenciando o aumento do tamanho da
capsula e da espessura da parede celular das células de Cryptococcus neoformans.
Posteriormente, (Zaragoza et al., 2003) sugere uma nova estratégia de evasao
imunologica pela qual leveduras com capsula de tamanho aumentado interferem
diminuindo o processo de fagocitose. A cdpsula também bloqueia a migracdo e a
diferenciacao linfocitica, na qual no hospedeiro induz a apoptose e viabiliza resisténcia
as condicfes de estresse fungico que leva a persisténcia da infeccao (Vecchiarelli et
al., 2013; Zaragoza et al., 2008).

Biofilmes podem ser formados por diversas espécies bacterianas e fangicas
apos aderéncia a superficies biéticas ou abioéticas (Donlan, 2002; Ramage, Williams,
2013) e se caracterizam como populagbes microbianas organizadas em uma matriz
extracelular autoproduzida e podem ser encontrados em ambientes naturais,
industriais e hospitalares (Liu et al., 2014; Tits et al., 2020).

Para biofilme identificamos uma reducao significativa da biomassa nas cepas
de C. gattii ATCC de até 63,44% para cloridrato de fluoxetina e até 56,03% para
cloridrato de paroxetina, ao passo que para cepas de clinica 5 a reducdo da biomassa
foi de até 76,66% para cloridrato de fluoxetina e até 68,03% para o cloridrato de
paroxetina demonstrando que todas as concentracdes alteraram a viabilidade das
células do biofilme de C. gattii. A acdo antifungica do farmaco cloridrato de fluoxetina
e cloridrato de sertralina em biomassa também foi demonstrada por (Oliveira et al.,

2018, 2014) com reducdo de até 82% da biomassa para Candida spp. Em
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Cryptococcus neoformans, o cloridrato de fluoxetina promoveu uma reducéo de até
28% da biomassa do biofilme, enquanto o cloridrato de paroxetina apresentou redugao
de até 36% (Pereira et al., 2021). Estudos com farmacos de outras classes, como 0s
anti-helminticos benzimidazois, revelaram multiplos efeitos antifingicos e reducao na
viabilidade dos biofilmes contra os Cryptococcus neoformans, se mostrando também
ativo para C. gattii (Joffe et al., 2017).

Em relacdo ao efeito dos farmacos na viabilidade do biofiime através da
determinacdo do numero de unidades formadora de colbnia, observou- se que o
tratamento com cloridrato de fluoxetina promoveu reducéo de 1,446 log e o cloridrato
de paroxetina uma reducéo de 1,21 log na viabilidade do biofilme.

Ainda foi avaliado a viabilidade celular do biofilme, ambos os farmacos
apresentaram reducfes bastante expressiva, para o cloridrato de fluoxetina valores
de até 78,94% enquanto o cloridrato de paroxetina até 67,64% para a cepa ATCC
56990. Enquanto para cepa clinica 5 a reducao foi de até 84,62% e 65% para
cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina, respectivamente. O cloridrato de
fluoxetina também demonstrou ser eficaz diminuindo in vitro a viabilidade do biofilme
de espécies de Candida resistentes ao fluconazol: C. krusei, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. albicans, C. tropicalis e C. guilliermondii, na qual a concentracéo
maxima testada foi de 3,9 mg/mL, obtendo reduc¢éo de 60% a 96% quando comparada
com o controle (Oliveira et al., 2018).

O tratamento terapéutico das micoses sistémicas € bastante dificultado pelo
namero extremamente limitado de antifungicos. A dificuldade do tratamento das
infeccbes € ainda agravada pela fraca penetracdo dos antifungicos no sistema
nervoso central (SNC) devido a barreira hematoencefélica, sdo apenas algumas
drogas fungistatica azoicas, como o fluconazol, que demonstram uma penetracao
razoavel no SNC. Em estudos (Zhai et al., 2012) demonstraram que a sertralina, o
antidepressivo mais frequentemente prescrito, exibe potente atividade antifungica
contra Cryptococcus neoformans, o principal agente causador da meningite
criptococica e que em estudos in vivo com modelos murinos, a atividade antifungica
foi comprovada visto que a droga diminuiu a carga fangica no cérebro e no baco
(Trevifio-Rangel et al., 2016).

Enquanto isso (Lass-Florl, 2001) estudou 5 compostos ISRS: cloridrato de

sertralina, cloridrato de citalopram, cloridrato de reboxetina, cloridrato de fluoxetina e
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cloridrato de paroxetina para isolados clinicos de Aspergillus fumigatus, Aspergillus
flavus, Aspergillus terreus e Candida parapsilosis e estes mostraram efeitos
dependentes do tempo e da dose, mas foram fungicidas em relacdo aos fungos
testados, sendo o cloridrato de sertralina e o cloridrato de fluoxetina as drogas mais
ativas. Ainda neste mesmo estudo, quando analisadas as concentracdes de sertralina
no liquido cefalorraquidiano e no cérebro estas se apresentaram cerca de 20 a 40
vezes mais elevadas em comparacdo com os niveis de plasma, sendo possivel que
estes niveis sejam suficientes para modificar a viruléncia dos fungos. (Lass-Florl,
2001; Marchetti et al., 2004).

Os resultados deste estudo demonstram a promissora atividade dos Inibidores
Seletivos da Recaptacdo de Serotonina, cloridrato de fluoxetina e cloridrato de
paroxetina frente a C. gattii, promovendo resultados tanto em células planctdnicas
como em biofilme. Este estudo descreve a cipsula de C. gattii e a forma de biofilme
como alvo dos ISRS, entretanto, investigagdes futuras para descrever melhor estas

acOes sdo necessarias.
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7 CONCLUSAO

Em concluséo, os farmacos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina
cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina, demonstraram agéo fungicida frente
C. gattii com a concentracao inibitoria minima (CIM) na concentracdo de 31,25 pg/mL.
Foram encontradas trés combinacgdes sinérgicas dos farmacos ISRS com AmB frente
a C. gattii ATCC 56990. A combinacao de CF com AmB reduziu 8 e 4x valor de CIM
de CF, enquanto a combinagéo de CP com AmB reduziu 4x valor de CIM de CP. O
valor de CIM para AmB foi reduzido em 4x em todas as combinacdes sinérgicas. Além
disso, foi observada reducdo no tamanho da cépsula das células de Cryptococcus
gattii cepa ATCC 56990 e cepa clinica 5 apés tratamento os farmacos ISRS. Em
relacdo ao ergosterol ndo houveram diferencas entre os grupos tratados com CF, CP
a AmB em relacdo aos grupos controles. Além disso, e sse estudo também demostrou
importante acao antifingica frente ao biofiime de acordo com os resultados com

reducdo da biomassa e diminuicdo da viabilidade celular.
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