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RESUMO

Gongale JC. Avaliacdo da eficacia das formulagbes lipossomal e desoxicolato de
anfotericina B sobre espécies de Candida: estudo in vitro e in vivo em Galleria
mellonella [dissertagao]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2022.

Anfotericina B pertence a primeira classe (polienos) de medicamentos antifungicos
introduzidos no mercado. O amplo espectro de agcado e a baixa taxa de resisténcia
microbiana, definiram a anfotericina B como tratamento de escolha para as infecgdes
graves por Candida spp. Porém, os efeitos colaterais causados pela sua toxicidade
impulsionaram o desenvolvimento de novas formulagcdes a base de lipidios. Assim, o
objetivo desse estudo foi comparar os efeitos antifungicos da formulagao lipossomal
da anfotericina B (AmB-L) com a formulagdo convencional de anfotericina B
desoxicolato (AmB-D). Para isso a atividade antifungica foi testada sobre diferentes
espécies de Candida, incluindo Candida albicans (cepa clinica 70), Candida glabrata
(cepa clinica 64), Candida tropicalis (cepa clinica 11) e Candida parapsilosis (cepa
ATCC 90018), utilizando-se métodos de estudo in vitro e in vivo. Em estudo in vitro,
foi determinada a concentragao inibitéria minima (CIM) em células plancténicas por
meio do método de microdiluigdo em caldo. A seguir, concentragdes de 10x, 20x e
50x a CIM foram testadas sobre os biofilmes de Candida, verificando-se seus efeitos
pela contagem de unidades formadoras de coldnias (UFC). Para o estudo in vivo, foi
utilizado o modelo invertebrado Galleria mellonella. Os animais foram infectados por
Candida e tratados com as formulacdes de anfotericina B, entdo foram monitorados
diariamente para determinagdo da curva de sobrevivéncia e indice de saude. Os
resultados dos testes in vifro demonstraram atividade antifungica semelhante entre
AmB-L e AmB-D em crescimento plancténico. Ambas as formulagcdes apresentaram
valores de CIM de 0,5 uyg/mL para C. albicans e C. parapsilosis, e de 1 ug/mL para C.
glabrata e C. tropicalis. Nos biofilmes, AmB-D apresentou maior atividade inibitéria em
relacdo a AmB-L, para todas as cepas de Candida estudadas. Nos testes in vivo, o
tratamento com AmB-L ou AmB-D aumentou a sobrevida e indice de saude das larvas
infectadas por Candida, sendo observada maior eficacia da formulagdo AmB-D em
relacdo a AmB-L. Portanto, concluiu-se que AmB-L e AmB-D apresentam a mesma
efetividade sobre células planctonicas, mas AmB-D mostrou maior agédo antifungica
sobre biofilmes e infeccdo experimental no modelo G. mellonella.

Palavras-chave: anfotericina B; anfotericina B lipossomal; anfotericina B desoxicolato;
Candida; biofilme.



ABSTRACT

Gongale JC. Evaluation of the efficacy of liposomal and deoxycholate amphotericin B
formulations on Candida species: in vitro and in vivo study in Galleria mellonella
[dissertation]. S&o José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp),
Institute of Science and Technology; 2022.

Amphotericin B belongs to the first class (polyenes) of antifungal drugs introduced
commercially. The broad spectrum of action and the low rate of microbial resistance
have defined amphotericin B as the treatment of choice for serious infections by
Candida spp. However, the side effects caused by toxicity stimulated the development
of new formulations based on lipids. Thus, the aim of this study was to compare the
antifungal effects of the liposomal amphotericin B formulation (AmB-L) with the
conventional formulation deoxycholate amphotericin B (AmB-D). For this, the
antifungal activity was tested on different Candida species, including Candida albicans
(clinical strain 70), Candida glabrata (clinical strain 64), Candida tropicalis (clinical
strain 11) and Candida parapsilosis (ATCC strain 90018), using in vitro and in vivo
study methods. In in vitro tests, the minimum inhibitory concentration (MIC) was
determined using the broth microdilution method. Next, concentrations of 10x, 20x and
50x the MIC were tested on Candida biofilms, verifying their effects by counting colony-
forming units (CFU). For the in vivo study, the Galleria mellonella invertebrate model
was used. The animals were infected with Candida and treated with amphotericin B
formulations, then monitored daily to determine the survival curves and health index
score. The results of in vitro tests demonstrated similar antifungal activity between
AmB-L and AmB-D in planktonic cells. Both formulations showed MIC values of 0.5
ug/mL for C. albicans and C. parapsilosis, and 1 ug/mL for C. glabrata and C. tropicalis.
In biofilms, AmB-D showed greater inhibitory activity in relation to AmB-L for all
Candida strains studied. In in vivo tests, the treatment with AmB-L or AmB-D increased
the survival and health index of larvae infected by Candida, with greater efficacy for
the AmB-D formulation in relation to AmB-L. Therefore, it was concluded that AmB-L
and AmB-D have the same effectiveness on planktonic cells, but AmB-D showed
greater antifungal action on biofilms and experimental infection in the G. mellonella
model.

Keywords: amphotericin B; liposomal amphotericin B; deoxycholate amphotericin B;
Candida; biofilm.
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1 INTRODUGAO

O corpo humano apresenta microbiota residente composta por diversos
microrganismos, incluindo bactérias e fungos. O género Candida é composto por
fungos comensais presentes na pele, mucosa oral, vaginal e gastrointestinal. No
estado de deficiéncia do sistema imune ou desequilibrio da microbiota residente,
podem causar candidoses, sendo entdo considerados patdgenos oportunistas (Kohler
et al., 2017; Wall et al., 2019).

Dentro do género, Candida albicans € a espécie mais comum, porém espécies
nao albicans como Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida
parapsilosis e Candida dubliniensis, também sao apontadas como causa de infecgcdes
(Doi et al., 2016). Em 2009, Candida auris foi identificada como uma nova espécie do
género (Satoh et al., 2019) e tem sido associada com doengas invasivas de
consideravel importadncia em ambientes hospitalares, principalmente por
apresentarem mecanismos de resisténcia a varias classes de antifungicos (Larkin et
al., 2017).

Os grupos com maior suscetibilidade as infecgdes por Candida (candidoses)
sdo compostos por individuos com sistema imunoldgico debilitado por infecgao pelo
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e pacientes submetidos a transplantes de
orgaos, tratamento quimioterapico para neoplasias ou terapia prolongada com
antibioticos de largo espectro (Sroussi et al., 2017). Outro fator que pode favorecer o
desenvolvimento das candidoses é o uso de dispositivos médicos-odontoldgicos,
como proteses dentarias, cateteres venosos e sondas endotraqueais. (Pellon et al.,
2020).

Para causar infeccdo no hospedeiro, o género Candida dispde de
mecanismos de patogenicidade que aumentam o seu potencial de colonizagao,
invasao tecidual e evasdo do sistema imune. Entre esses, os principais séao:
capacidade de aderéncia, dimorfismo, producédo de enzimas proteoliticas e formagao
de biofilme. O processo que determina a transicdo de estado comensal inofensivo
para fungo patogénico é multifatorial e esta ligado a capacidade do género em se
adaptar as diferentes condigbes impostas pelo organismo do hospedeiro (Brown et al.,
2014; Vila et al., 2020).
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Ao formar tubos germinativos, as células de Candida passam da forma
leveduriforme para forma filamentosa, aumentando sua capacidade de fixacdo e
nutricdo. Apos a mudanga morfoldgica, as células fungicas aderem-se firmemente as
superficies bidticas ou abidticas, formando um biofilme, o qual oferece maior
resisténcia aos tratamentos antifungicos e evasado do sistema imune. O biofilme é
considerado a forma de crescimento mais prevalente e esta frequentemente
associado as infecgbes sistémicas consideradas mais agressivas (Alim et al., 2018).

O tratamento das infecgbes causadas por Candida apresentam algumas
limitagdes. Uma das dificuldades no tratamento das infec¢des fungicas se devem as
semelhangas bioquimicas e fisiologicas existentes entre as células do fungo e do
hospedeiro. Esta caracteristica torna a dose de antifungico toxica as células do
hospedeiro, resultando em numero limitado de farmacos disponiveis. Além desse
fator, os mecanismos de resisténcia desenvolvidos por espécies de Candida podem
tornar os tratamentos existentes ineficazes (Rojas et al., 2020). Assim, as espécies de
Candida constituem um dos fungos patogénicos mais estudados em todo o mundo
(Rodrigues, Albuquerque 2020; Wall et al., 2020).

As principais classes de antifungicos disponiveis para uso em humanos sao:
polienos, azdbis e equinocandinas. A classe dos polienos, representada pela
anfotericina B, age principalmente ligando-se ao ergosterol, um componente da
membrana citoplasmatica fungica. Essa ligagdo aumenta a permeabilidade,
comprometendo a integridade da célula e levando a lise celular (Gray et al., 2012). A
classe dos azois atua impedindo a biossintese do ergosterol e apresenta menor
toxicidade do que os polienos, porém possui alta taxa de resisténcia microbiana. As
equinocandinas representam a classe mais recente de antifungicos e atuam na
inibicdo da sintese de B-(1,3) glucanas, presente na parede celular dos fungos. As
equinocandinas possuem ampla atividade fungicida e baixa toxicidade, mas
atualmente ja existem cepas de Candida que desenvolveram resisténcia a essa classe
de antifungicos (Pais et al., 2019; Revie et al., 2018).

A anfotericina B foi descoberta no ano de 1956, e esta comercialmente
disponivel para o uso como antifungico desde 1965. Desde entdo, € considerada
como tratamento de escolha para infec¢des fungicas invasivas graves, pois apresenta
amplo espectro de agéo e baixa taxa de resisténcia microbiana (Cavassin et al., 2021).
A primeira formulagdo de anfotericina B desoxicolato (AmB-D), aprovada pela Food
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and Drug Administration (FDA) € conhecida comercialmente como Fungisone®. Nesta
formulacdo, a anfotericina B esta associada ao desoxicolato de sddio, que possui a
funcdo de promover a solubilidade da droga em solugdo aquosa, facilitando a ligagéao
da parte hidrofébica do farmaco ao ergosterol. Porém, esta afinidade nao é especifica,
e pode ocorrer entre o farmaco e o colesterol, presente em células de mamiferos,
causando toxicidade. Diante desta desvantagem, houve o interesse no
desenvolvimento de novas formulacdes, buscando-se melhorar a eficacia e a
segurancga do tratamento com anfotericina B (Wall, Lopez-Ribot, 2020).

Entdo, na década de 1990, foram desenvolvidas novas formulagdes a base
de lipidios, entre elas a anfotericina B lipossomal (AmB-L) registrada comercialmente
como AmBisome®. Sua principal caracteristica € a estabilidade fisico-quimica
proporcionada pela presenca de colesterol em sua formula. A complexa estrutura
formada por anfotericina B em lipossomas € capaz de atravessar a parede celular
fungica. Isso permite que a anfotericina B seja liberada diretamente na membrana
celular do fungo, diminuindo a ligagdo ao colesterol e consequentemente causando
menor toxicidade (Groll et al., 2019).

As diferencas entre as formulagdes de anfotericina B ndo se limitam apenas
a toxicidade, mas também ao tempo de liberagdo nos tecidos do hospedeiro, o que
pode influenciar no tratamento das infecgdes ligadas a formagao do biofilme (Dorocka-
Bobkowska et al., 2009). Deste modo, para comparar a eficacia das formulagdes é
necessario testar seus efeitos em diferentes condi¢cdes de crescimento fungico, tanto
em estudos in vitro, como in vivo.

Os testes in vitro de susceptibilidade das células plancténicas sdo conduzidos
por normativas globais que descrevem metodologias e interpretacéo precisa dos seus
resultados (Berkow et al., 2020; Rex et al., 1996). Porém, 0 mesmo nao acontece com
os testes de biofilmes (Soldini et al., 2018). Levando em consideragao as implicagdes
do biofilme nas infecgdes fungicas, estabelecer metodologias de avaliagdo pode ser
util para a escolha da formulacdo adequada e o direcionamento da dose eficaz, uma
vez que os biofilmes s&o mais resistentes aos antifungicos (Rodrigues, Henriques
2017).

O modelo in vivo Galleria mellonella, tem sido amplamente utilizado para
testes de eficacia de agentes antimicrobianos. Esses animais contam com a presenca
de seis tipos de células fagocitarias que podem ser monitoradas durante a infecgéo,
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fornecendo parametros de resposta imunoldgica. Além disso, s&o de facil manuseio e
apresentam tamanho adequado para inoculagao de doses exatas, tanto de patégenos
quanto de farmacos (Scorzoni et al., 2013). Por todas estas qualidades, G. mellonella
tornou-se uma opcéo viavel para o estudo de fungos e comparagdes entre diferentes
terapias (Jorjéo et al., 2018).

Diante do exposto, esse trabalho teve por objetivo comparar a eficacia
antifungica das formulagcbes de AmB-L e AmB-D sobre C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis e C. parapsilosis, investigando seus efeitos em células plancténicas,
biofilmes e modelo hospedeiro de G. mellonella.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos concluiu-se que:

a) As formulacées AmB-L e AmB-D apresentaram valores semelhantes de
concentracéo inibitéria minima, sendo 0,5 ug/mL para C. parapsilosis e C.
albicans, e de 1 yg/mL para C. glabrata e C. tropicalis;

b) A formulagcdo AmB-D apresentou maior agao inibitéria sobre os biofilmes
de Candida do que a AmB-L para todas as cepas fungicas estudadas;

c) O tratamento com AmB-L ou AmB-D aumentou a sobrevida e indice de
saude das larvas infectadas por C. parapsilosis, C. albicans, C. glabrata e
C. tropicalis. Ao comparar as formulagcbes de anfotericina B estudadas,

AmB-D demonstrou maior eficacia in vivo do que AmB-L.
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