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RESUMO

Rehem AR. Reposicionamento de farmacos para cryptococose: avaliagéo
experimental do cloridrato de duloxetina em Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii [dissertagdo]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2023.

Infecgbes fungicas como as causadas por Cryptococcus spp. sao de alta
mortalidade e morbidade. O reposicionamento de farmaco, ou seja, a utilizagao de
compostos para finalidade diferente da qual esse foi desenvolvido, pode ser uma
alternativa para identificar farmacos mais eficazes. Assim, este estudo tem como
propésito avaliar a atividade antifungica, in vitro e in vivo, do farmaco cloridrato de
duloxetina (CD), antidepressivo pertencente a classe dos Inibidores Seletivos da
Recaptacdo da Serotonina e Norepinefrina frente a cepas padrdes e clinicas de
Cryptococcus neoformans e C. gattii. Foi utilizada a técnica de microdiluicdo de
acordo com o European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) para determinar a Concentragao Inibitéria Minima (MIC), e a técnica do
“tabuleiro de xadrez” para avaliar o efeito sinérgico de anfotericina B (AmB) em
associacdo com CD. Além disso, foi avaliado o efeito de CD na quantidade do
ergosterol. O efeito do CD também foi avaliado em biofiimes de C. neoformans e C.
gattii, analisando a biomassa por cristal violeta, a viabilidade celular por XTT e
morfologia através das imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). In
vivo, a eficacia de CD foi avaliada por curvas de sobrevivéncia no modelo
invertebrado Galleria mellonella. CD foi ativo frente a todas as cepas clinicas e
padrées de C. neoformans e C. gattii, apresentando valores de CIM e CFM na faixa
de 15,62 - 62,5 upg/mL. A combinagdo de CD com AmB apresentou uma
combinagao sinérgica, reduzindo o valor da CIM em 4 vezes tanto para CD quanto
para AmB. CD n&o produziu redugdo na quantidade de ergosterol presente na
membrana de C. gattii ATCC e C. neoformans ATCC. Em biofilmes, foi observada a
reducdo da biomassa do biofilme em até 82,16% e reducao de 99,6% na viabilidade
celular de C. gattii. Em biofilmes de C. neoformans a redugéo foi de 81,13% e 99,5%
respectivamente para a analise de biomassa e viabilidade. As imagens de MEV
corroboraram com os achados dos ensaios realizados para analise do efeito de CD
em biofilmes. Em G. mellonella aumentou a sobrevivéncia da larva quando utilizado
na concentragéo de 3,125 mg/larva. Assim, os ensaios validaram a hipotese de que
o cloridrato de duloxetina tem acéo antifungica e antibiofilme in vitro frente a cepas
clinicas e cepas padroes de C. neoformans e C. gattii.

Palavras-chave:  Cryptococcus spp.; biofiime;  antifungicos;  ergosterol;
antidepressivos; reposicionamento de farmacos; Galleria mellonella.



ABSTRACT

Rehem AR. Repositioning of drugs for cryptococcosis: experimental evaluation of
duloxetine hydrochloride in Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii
[dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp),
Institute of Science and Technology; 2023.

Fungal infections such as those caused by Cryptococcus spp. are of high mortality
and morbidity. Drug repositioning, that is, the use of compounds for a purpose
different from the one for which it was developed, can be an alternative to identify
more effective drugs. Thus, this study aims to evaluate the antifungal activity, in vitro
and in vivo, of the drug duloxetine hydrochloride (CD), an antidepressant belonging
to the class of Selective Serotonin and Norepinephrine Reuptake Inhibitors against
standard and clinical strains of Cryptococcus neoformans and C. gatti. The
microdilution technique according to the European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) was used to determine the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC), and the “chessboard” technique was used to evaluate the
synergistic effect of amphotericin B (AmB) on association with CD. In addition, the
effect of CD on the amount of ergosterol was evaluated. The effect of CD was also
evaluated in C. neoformans and C. gattii biofilms, analyzing the biomass by crystal
violet, cell viability by XTT and morphology through Scanning Electron Microscopy
(SEM) images. In vivo, the effectiveness of CD was evaluated by survival curves in
the Galleria mellonella invertebrate model. CD was active against all clinical strains
and patterns of C. neoformans and C. gattii, with MIC and CFM values in the range
of 15.62 — 62.5 ug/mL. The combination of CD with AmB showed a synergistic
combination, reducing the MIC value by 4 times for both CD and AmB. CD did not
produce a reduction in the amount of ergosterol present in the membrane of C. gattii
ATCC and C. neoformans ATCC. In biofilms, a reduction in biofilm biomass of up to
82.16% and a 99.6% reduction in cell viability of C. gattii were observed. In C.
neoformans biofilms the reduction was 81.13% and 99.5% respectively for biomass
and viability analysis. The SEM images corroborated the findings of the tests carried
out to analyze the effect of CD on biofilms. In G. mellonella, larval survival increased
when used at a concentration of 3.125 mg/larvae. Thus, the tests validated the
hypothesis that duloxetine hydrochloride has antifungal and antibiofilm action in vitro
against clinical strains and standard strains of C. neoformans and C. gattii.

Keywords: Cryptococcus spp.; biofilm; antifungals; ergosterol; antidepressants; drug
repositioning; Galleria mellonella.
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1 INTRODUGAO

Infecgbes fungicas acometem aproximadamente 300 milhdes de pessoas
pelo mundo, podendo levar ao obito mais de 1,5 milhdo de pacientes anualmente,
configurando um grave problema de saude publica (Bongomin et al.,, 2017;
Deaguero et al., 2020).

As infec¢des fungicas debilitam principalmente pacientes que possuem
défice na resposta imunolégica, como aqueles que vivem com a sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) até pacientes submetidos a tratamentos
oncologicos ou internados por periodos prolongados em Unidades de Terapia
Intensiva (Roemer, Krysan, 2014; Baker et al., 2022).

O género Cryptococcus spp. esta entre os patdgenos fungicos mais
relevantes da pratica clinica. A meningite criptocécica apresenta uma taxa de
mortalidade que pode chegar a mais de 90% e o sucesso da terapéutica
implementada depende de fatores como celeridade do diagndstico, doencgas
subjacentes, resposta imunologica do hospedeiro e o regime farmacoldgico
empregado (Lin et al., 2022; Rathore et al., 2022).

A grande maioria dos casos de infec¢des fungicas causadas pelo género
Cryptococcus spp., cerca de 95%, esta correlacionado a infecgdes por Cryptococcus
neoformans, que possui distribuicdo global, sendo mais frequentes em pacientes
com comprometimento das defesas do organismo (Holcomb et al., 2022; Lizarazo,
Castaneda, 2022).

Porém, em algumas regides, como areas tropicais e subtropicais, € mais
comum casos de infecgbes por C. gattii, responsavel por cerca de 5% dos casos de
infeccdes por Cryptococcus spp., e esta associado a pacientes imunocompetentes,
ou seja, pacientes com uma resposta imunoldgica adequada (Holcomb et al., 2022;

Lizarazo, Castafeda, 2022).



13

Tanto as infecgbes por C. gattii quanto C. neoformans podem infectar
qualquer tecido ou 6rgao, no entanto, de forma geral, o patégeno infecta
primariamente o sistema pulmonar, podendo levar, com o desenvolvimento da
doenga, ao comprometimento do sistema nervoso central (Chastain et al., 2022;
Wang D et al., 2022).

O paciente pode apresentar febre, cefaléia, sonoléncia, fadiga, vémitos,
confusdo, convulsdo, disturbios visuais, dispnéia (dificuldade respiratoria),
pneumonia, insuficiéncia respiratoria, dentre outras manifestagdes clinicas (Chastain
et al., 2022; Wang D et al., 2022).

As caracteristicas das infecgcbes fungicas por Cryptococcus spp. trazem
enormes desafios para o sucesso da terapia, uma vez que, 0 microrganismo possuli
fatores de viruléncia que o permite infectar e sobreviver no organismo hospedeiro, e,
além disso, ao longo dos anos desenvolveram resisténcia frente aos farmacos
utilizados (Gerstein et al., 2019; Firacative et al., 2021).

Existem poucas opgdes de farmacos antifungicos disponiveis atualmente
para o tratamento de infecgbes fungicas: polienos, flucitosina, azélicos. E essas
drogas enfrentam ainda problemas relacionados ao elevado custo, baixa
biodisponibilidade em alguns tecidos e relatos de toxicidade (Kane, Carter, 2022).

Dessa forma, se torna evidente a necessidade de desenvolvimento de
antifungicos mais eficazes e menos toxicos ou outras alternativas terapéuticas
efetivas contra as infecgdes por Cryptococcus spp. Nesse contexto, a realizagao de
pesquisas envolvendo o reposicionamento de farmacos tém sido estratégia
considerada para o enfrentamento dessa situacao (Butts, Krysan, 2012; Spadari et
al., 2020).

O reaproveitamento de farmacos consiste na investigacdo de atividade
antifungica em medicamentos ja utilizados, com eficacia comprovada e uso
aprovado para determinadas doencas especificas. Assim sendo, € feito o

rastreamento de uma provavel agdo de seu principio ativo contra patdégenos
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fungicos, ja tendo sido descritos resultados promissores com alguns antidepressivos,
anti-inflamatorios, anti-helminticos, antibacterianos, dentre outras classes de
farmacos (Butts, Krysan, 2012; Zhang et al., 2021).

Farmacos antipsicéticos da classe dos inibidores seletivos de recaptacao da
serotonina, tais como a sertralina, cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina
tém apresentado resultados convincentes de seu potencial antifungico (Barbarossa
et al., 2022).

Dessa forma, esse estudo objetivou avaliar a atividade antifungica do
farmaco cloridrato de duloxetina, antidepressivo pertencente a classe dos Inibidores
Seletivos da Recaptacado da Serotonina e Norepinefrina, que possui mecanismo de
acao semelhante aos inibidores seletivos de recaptacdo da serotonina, bem como
sua agao associada ao antifungico anfotericina B. Os experimentos foram realizados
in vitro e in vivo utilizando o modelo alternativo de infec¢gao experimental Galleria
mellonella.

As formas graves das infecgbes fungicas por Cryptococcus spp. sao
resultantes da capacidade desse fungo se disseminar hematogenicamente
causando uma infecg¢ao sistémica com envolvimento do sistema nervoso central. Por
conseguinte, o cloridrato de duloxetina apresenta facilidade em atravessar a barreira
hematoencefalica e, portanto, pode ser uma alternativa eficaz na tentativa de
eliminar a infecgéo cerebral (Botts, Hull, 2010; Zhai et al., 2012; Peyclit et al., 2021;
Ngan et al., 2022; Salem et al., 2022).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infecgoes fungicas e Cryptococcus spp

As infecgdes fungicas vém se tornando um grande problema de saude
publica, estimativas sugerem que bilhdes de pessoas sdo acometidas anualmente e
que os principais patdgenos envolvidos sdao Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Aspergillus fumigatus e Pneumocystis jirovecii (Revie et al., 2018;
Heung, 2020).

Séao responsaveis por manifestacoes superficiais em unhas, pele, cabelos,
mucosas, € podem levar a quadros graves de infecgdes invasivas sistémicas,
resultando em altas taxas de mortalidade, com mais de 1,7 milhdo de mortes
relacionadas a estes tipos de infecgées (Bongomin, 2017; Burgess et al., 2022).

As infec¢des fungicas, portanto, tem se caracterizado como um importante
causa de morbidade e mortalidade, afetando todos os continentes, extrato social e
faixa etaria (Pfaller, 1998; Pfaller et al., 2006).

Os fungos estdo presentes no meio ambiente, convivem conosco
diariamente e sdo encontrados de maneira dispersa no solo, animais, agua, ar,
plantas, vegetais e no homem. Os fungos desempenham grandes papéis, sao
decompositores e podem estar envolvidos na produgdo de alimentos e de
medicamentos, todavia, algumas espécies podem desencadear doengas nos seres
humanos (Venturella, Rambelli, 1995; Riquelme et al., 2018).

Sao organismos eucarioticos, ou seja, possuem um nucleo que contém
material genético envolto por uma membrana nuclear, e podem ser denominados:

leveduras, organismos maioritariamente unicelulares; e bolores, fungos filamentosos
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multicelulares. Ambos podem apresentar reproducédo sexuada e assexuada
(Venturella, Rambelli, 1995; Zaitz et al., 2010).

Os fungos apresentam duas caracteristicas morfolégicas de suma
importancia médica, sua parede celular contém quitina que Ihe confere rigidez,
contribuindo para a resisténcia e integridade da estrutura da parede celular do fungo
e consequentemente para sua sobrevivéncia, e sua membrana celular contém
esterois na forma de ergosterol (Spitzer et al., 2017; Hasim, Coleman, 2019).

O ergosterol € uma molécula ausente em células humanas, constituindo-se
como importante alvo da terapéutica antifungica, no entanto, semelhancas
estruturais entre o ergosterol e colesterol (presente na membrana plasmatica dos
humanos) podem causar sérios problemas de toxicidade decorrentes das terapias
implementadas (Onyewu et al., 2003; Spitzer et al., 2017; Hasim, Coleman, 2019;
Cui et al., 2022).

As infeccbes mais graves geralmente se desenvolvem em pessoas com
varios graus de imunocomprometimento e/ou que apresentam doengas subjacentes
importantes, como pacientes diagnosticados com cancer, diabetes, desnutricdo, HIV
positivo, lupus sistémicos, pacientes submetidos a quimioterapia, em uso prolongado
e altas concentragdes de corticdides, uso de antibidtico de amplo espectro, dentre
outros (Pfaller, Diekema, 2004; Binder, Lass-florl, 2011; Badiee, Hashemizadeh,
2014; Heung, 2020; Burgess et al., 2022).

Dentre os quadros clinicos de micoses sistémicas graves causadas por
agentes fungicos, as infecgdes por Cryptococcus spp. tém mostrado elevada
incidéncia e impacto global (Idnurm, Lin, 2015). O patogeno tem distribuicdo
mundial, estima-se a ocorréncia dessa infeccdo em mais de um milhdo de pessoas
anualmente e uma taxa de mortalidade que pode chegar a 70% (Lu Y et al., 2022).

Esse agente esta presente nos mais diversos nichos ecoldgicos e sao inumeras

suas fontes ambientais, que vao desde solos contaminados com dejetos de aves,
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madeiras de arvores em decomposicdo, até frutos e vegetais (Buchanan, Murphy,
1998; Bose et al., 2003; Zaitz et al., 2010).

Associado a esse quadro descrito, fatores de viruléncia e mecanismos de
resisténcia colocam esse patdégeno no rol dos microrganismos mais importantes da
micologia médica (Lu CW et al., 2022).

O Género Cryptococcus spp. apresenta varias espécies descritas, porém as
espécies mais comumente relacionadas a infecgdes em humanos sdo o
Cryptococcus gattii e o Cryptococcus neoformans (lyer et al., 2021). Essas espécies
e suas variagdes apresentam diferengcas quanto as suas caracteristicas bioldgicas,
epidemioldgicas, bioquimicas, genéticas, imunogénicas e ecoldgicas (Boekhout et
al., 1997; Campbell et al., 2005; Kwon-Chung, Varma, 2006; Chen SC et al., 2014;
Chen YC et al., 2022).

Cryptococcus spp. € um fungo da classe Blastomycetes e familia
Cryptococcaceae. A espécie C. neoformans possui forma de leveduras
arredondadas/ovais, podendo a espécie C. gattii apresentar-se também sob formas
globosas e oblongas a elipticas, com tamanhos aproximados de 5 a 10 ym de
didmetro. Podem formar brotamentos, reproduzindo-se de forma assexuada, ou
podem reproduzir-se de forma sexuada com producao de basidiosporos (Okagaki et
al., 2010; Byrnes et al., 2011; Kwon-chung et al., 2014).

Cryptococcus spp., em forma de leveduras secas com aproximadamente 1—
5 pm de tamanho ou basidiésporos que apresentam 1-2 pum, ambos com
capacidade infecciosa, podem ser inalados e absorvidos durante o processo da
respiragdo, depositando-se em regides profundas do trato respiratério e
posteriormente se disseminando hematogenicamente para varias partes do
organismo, apresentando tropismo pelo Sistema Nervoso Central (Garcia-Hermoso
et al., 1999; Cox et al., 2001; Botts, Hull, 2010).

A ocorréncia de C. gattii ttém sido identificadas de forma mais frequente em

pacientes imunocompetentes, enquanto C. neoformans e suas variacdes tém maior
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frequéncia relatada em individuos imunodeprimidos, sendo classificado como
patdogeno oportunista e altamente incidente em pacientes soropositivos para HIV em
estagios que caracterizam a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida — AIDS
(Nielsen et al., 2005; Srikanta et al., 2014; Holcomb et al., 2022).

Em pacientes imunocompetentes, geralmente, o patdgeno € destruido pelos
mecanismos de defesa do organismo, porém, pode ainda alojar-se no tecido e
estabelecer uma infeccéo latente assintomatica, que posteriormente, em condi¢des
de supressdao do sistema imunoldgico, pode desencadear quadros clinicos
importantes (Campbell et al., 2005; Lin, Heitman, 2006; Kwon-chung et al., 2014).

Todavia, em pessoas com deficiéncias no sistema imunoldgico, ha uma
ruptura no equilibrio agente-hospedeiro, com maior probabilidade de
desenvolvimento das formas graves da doencga fungica por Cryptococcus spp.
(Campbell et al., 2005; Lin, Heitman, 2006; Kwon-chung et al., 2014).

As pesquisas apontam diversos fatores de risco para a meningite
criptocdcica, os quais incluem: a sindrome da imunodeficiéncia adquirida, cancer,
diabetes mellitus, transplantados de 6rgao sélidos, doengas hepaticas, pacientes em
uso prolongado de esteroides e terapia imunossupressora (Marincu et al., 2021; Lu
Y et al., 2022).

A criptococose apresenta manifestagdes clinicas que vao desde febre e
desconforto respiratorio até sepse e faléncia multipla de 6rgaos, apresentando
predilegdo pelo sistema respiratorio e nos casos mais graves envolvimento do
sistema nervoso central (Ngan et al., 2022).

O paciente pode apresentar quadros clinicos de: pneumonias,
meningoencefalites, manifestagbes cutaneas, urinarias, Osseas, oculares,
articulares, gastrointestinais e, disseminagdo do patdgeno com consequentes
quadros de micoses sistémicas (Kwon-chung et al., 2014; Ngan et al., 2022).

Cryptococcus spp. possui interessantes mecanismos de sobrevivéncia que

Ihe conferem a capacidade de laténcia, viruléncia, auxiliam nos mecanismos de fuga
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das respostas imunologicas do hospedeiro, bem como na intensidade da agressao
provocada, e ainda na invasao dos tecidos (Olszewski, Zhang, 2010; Alspaugh,
2015; Vélez et al., 2022).

Os fatores implicados sao diversos, Cryptococcus spp. se adapta
rapidamente as condi¢des do meio, incluindo, primariamente, sua capacidade de
desenvolver-se a uma temperatura de 37 °C que é a temperatura corporal humana
(Mitchell, Perfect, 1995; Stempinski et al., 2022).

Cryptococcus spp. produz capsula polissacaridica que envolve seu corpo
celular, impedindo a fagocitose por macréfagos, neutrédfilos e células dendriticas
(Poeta, 2004; Vélez et al., 2022), dificultando a adesado das proteinas do sistema
complemento, anticorpos e outras moléculas que realizam a opsonizagao do fungo
(O’Meara, Alspaugh, 2012; Sousa HR et al., 2022).

Durante o processo de fagocitose, a capsula polissacaridica, o protege do
estresse oxidativo no interior dos macrofagos. Além disso, interfere na acado de
citocinas e na quimiotaxia produzidas pelas células do sistema imunoldgico (Retini et
al., 1996; Zaragoza et al., 2003, 2004, 2009; Doering, 2009; Antachopoulos, Walsh,
2012; Trevijano-Contador et al., 2022).

Cryptococcus spp. também produz melanina e suas propriedades lhe
confere resisténcia contra derivados de oxigénio e nitrogénio, raios ultravioletas,
altas temperaturas e impede a entrada de substancias extracelulares na célula
fungica, incluindo as drogas antifungicas (Wang Y et al.,, 1995; Liu et al., 2008;
Eisenman et al., 2009; Sousa HR et al., 2022).

Realiza ainda, a sintese de urease resultando no aumento do pH local e
maior disponibilidade de nitrogénio (Cox et al., 2000; Singh et al., 2013), produz
proteases e fosfolipases que degradam as membranas celulares e proteinas
estruturais do hospedeiro favorecendo sua invasao e disseminagao (Cox et al.,
2001).
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E por fim, é capaz de organizar-se em comunidades que se aderem
firmemente as superficies celulares, caracterizando os chamados biofilmes, os quais
contribuem na sua colonizagao, dificultam a resposta imunoldgica e prejudicam a
difusdo dos medicamentos (Martinez, Casadevall, 2006).

Os biofilmes sdo comunidades de células aderidas em uma superficie bidtica
ou abidtica protegidas por uma matriz extracelular polimérica (MEC), apresentando
fendtipos que as difere das células plancténicas ou livres. Sua formagédo esta
diretamente relacionada a infecgdes cronicas e persistentes, assim como ao
desenvolvimento de resisténcia a resposta imunologica do hospedeiro e ao
tratamento farmacolégico (Martinez, Casadevall, 2006; Costa-Orlandi et al., 2017;
Rathore et al., 2022).

A formacgéao de biofilme ocorre de forma bem organizada e depende do perfil
da célula fungica e caracteristicas do meio, dentre outros fatores. O microrganismo
utiliza desse mecanismo para garantir sua sobrevivéncia no organismo hospedeiro,
invadir e colonizar os diversos ambientes e se proteger contra a resposta
imunoldgica, constituindo-se, ainda, como uma importante barreira fisica contra a
terapia antimicrobiana (Martinez, Casadevall, 2007; Martinez et al., 2008; Ravi et al.,
2009).

O uso de dispositivos médicos compostos de poliestireno e outros materiais,
como valvulas cerebrais, cateteres de derivagao ventriculoatrial, fistula de dialise
peritoneal de politetrafluoretileno, valvulas cardiacas, articulagbes protéticas,
cateteres de polivinil, assim como superficies de vidro, viabilizam a formacgao de
biofilmes de Cryptococcus spp. (Ravi et al., 2009; Santi et al., 2014; Rathore et al.,
2022).

A formacao de biofilme, em suma, se da por etapas que incluem adeséao
superficial fungica, formagao de microcolénias e produ¢cao da matriz polissacaridica.
A matriz extracelular (MEC) é produzida e composta por proteinas, polissacarideos,

lipidios, acidos nucleicos e outras moléculas. Essa composicdo apresenta variagdes



21

entre as espécies e sofre interferéncias ambientais (Martinez, Casadevall, 2005;
Costa-Orlandi et al., 2017).

A capsula de polissacarideo de Cryptococcus spp. € essencial para a
formacéo de biofilme, uma vez que, sua formacéo esta diretamente relacionada a
intensa liberagdo e ao acumulo de grandes quantidades de glucuronoxilomanana
(GXM) na matriz extracelular. A natureza da capsula permite interacbes entre a
levedura e os diversos substratos presentes no meio, facilitando a fixacdo das
células (Martinez, Casadevall, 2005, 2007; Robertson, Casadevall, 2009).

A composicdo do biofilme de Cryptococcus corresponde a 88% de
glucuronoxilomanana (GXM), um polimero a-(1-3)-manana linear substituido com
acido B-(1-2)-glucopiranosilurénico e B-(1—4)-xilopiranosil, 10% de
galactoxilomanana (GalXM) e 2% de manoproteinas que estdo envolvidas na
producao de citocinas e na imunidade mediada por células (Carmo et al., 2022;
Rathore et al., 2022).

Essa organizacédo densa de células associado a formagéo de canais de fluxo
forma um ambiente favoravel para a troca de nutrientes, gases, material genético e
quorum sensing (Martinez, Casadevall, 2005). A organizagdo do biofime e a
interacao célula-célula é fundamental para a patogénese, facilitando a colonizagao e
sobrevivéncia do microrganismo no tecido e também ativando mecanismos de
protecdo para escape da resposta imunoldgica (Albuquerque, Casadevall, 2012,
Alspaugh, 2015; Wang D et al., 2022).

Quorum sensing é o mecanismo de comunicagao intercelular que envolve a
producdo e o reconhecimento de moléculas extracelulares autogeradas, também
denominadas de autoindutores. Essas moléculas s&do produzidas e acumuladas
durante o crescimento celular e provocam mudangas com o intuito de estimular a
cooperagao populacional do microrganismo (Bassler, 1999; Kievit, Iglewski, 2000;

Albuquerque et al., 2013).
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Quando as moléculas autoindutoras produzidas e liberadas no meio
excedem determinada concentragdo, ocorre a ativacdo de uma cascata de
transducado de sinais que alteram a expressao génica e o metabolismo microbiano,
modificando o comportamento do microrganismo, a exemplo da expressédo de
fatores de viruléncia em resposta a densidade populacional (Bassler, 1999; Kievit,
Iglewski, 2000; Albuquerque et al., 2013; Korem et al., 2017).

Portanto, a complexa organizagdo em biofilme de Cryptococcus spp. |lhe
confere maior resisténcia e sobrevivéncia. A matriz exopolissacaridica promove a
fixacdo de moléculas de nutrientes no meio biofilme-liquido e fornece protegao
contra alteragdes ambientais, tais como: alteragcbes no pH; concentragcdo de sal;
desidratacdo; dentre outros fatores que possam ser prejudiciais para o
microrganismo (Benaducci et al., 2016).

Além disso, os farmacos antifungicos apresentam dificuldades em penetrar e
alcancar a célula fangica circundada pela matriz extracelular polimérica
caracteristica dessa estrutura, constituindo-se como uma eficiente barreira fisica. A
MEC pode ligar-se aos antifungicos impedindo sua agao na superficie ou dentro das
células fungicas (Martinez, Casadevall, 2006; Robertson et al., 2012; Liao et al.,
2015).

2.2 Terapia convencional para criptococose e mecanismos de resisténcia de

Cryptococcus spp. aos farmacos antifungicos

No manejo terapéutico das doencgas criptocdcicas é necessario individualizar
esse tratamento conforme as caracteristicas do paciente, levando em consideragdes
condigbes como a espécie de Cryptococcus responsavel pela infecgéo, limitacao de

recursos, custos, carga fungica, eficacia e efeitos adversos das drogas,
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disponibilidade dos farmacos, neoplasias, gravidez, sorologia positiva para HIV,
imunocompeténcia ou imunodeficiéncia, transplantados, criangas, e outros quadros
clinicos (Perfect et al., 2010; Perfect, Bicanic, 2015).

Qualquer que seja as condigdes preexistentes, o diagndstico precoce e a
decisao terapéutica de forma célere aumentam as chances de sobrevida do paciente
(Saag et al., 2000; Mourad, Perfect, 2018a, 2018b). A terapéutica da criptococose é
dividida nas seguintes fases: induc¢do, consolidacdo e manutengdo (ou profilaxia
secundaria) (Carmo et al., 2022).

O regime terapéutico, composto por trés fases, “indugdo-consolidacao-
manutencao, é a estratégia utilizada em pacientes com infecgdes sistémicas. A fase
de indugéo tem como propdsito alcangar a eliminagao total ou uma redugéo drastica
da carga fungica, sendo que o tempo minimo de duragéo dessa fase, via de regra, é
de duas semanas (Mourad, Perfect, 2018a, 2018b; Carmo et al., 2022).

A fase de consolidacado tem como finalidade manter a negatividade fungica e
normalizar os parametros clinicos e laboratoriais, e deve ser mantida durante no
minimo oito semanas. Por fim, a manutencao ou profilaxia secundaria, depende de
avaliagcao prévia da resposta imune do paciente, recomendando-se que seja mantida
por no minimo o periodo de 01 ano (Kon, 2008; Carmo et al., 2022).

De modo geral, a droga preconizada para tratamento em infeccdes
sistémicas na fase de indugado é a anfotericina B. Um composto polieno com amplo
espectro de acgao, usado de forma isolada ou em associagdo com outras drogas
como a 5-fluorcitosina (5-FC). Para regime de manutengdo e consolidacdo sao
utilizados os triazolicos como o fluconazol (Zhai et al., 2012; Perfect, Bicanic 2015).

Na fase de inducédo, as formulacdes de anfotericina B e suas concentracbes
recomendadas sdo: AmB desoxicolato intravenosa-IV 0,7-1 mg/kg/dia; ou AmB
lipossomal 3-4 mg/kg/dia; ou complexo lipidico de AmB 5 mg/kg/dia. A associagao é

feita com administragdo oral de 5-FC (100 mg/kg/dia), podendo ser utilizado 5-FC
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intravenoso em alguns casos especificos ou quando ha incapacidade de ingestao
oral (Mourad, Perfect, 2018a, 2018b).

Com a associagdao da anfotericina B e flucitosina na fase de indugéo, o
liquido cefalorraquidiano (LCR) se tornara estéril, em 60% a 90% dos casos, dentro
de duas semanas. A realizagao de pungao lombar permitira avaliar a esterilizacdo do
LCR e necessidade de se prolongar a terapia de inducao. E apesar dos riscos de
toxicidade da AmB combinada com a flucitosina, grande parte dos pacientes obteréo
sucesso com esse regime terapéutico (Saag et al., 2000; Barchiesi et al., 2004;
Ngan et al., 2022).

Nos paises com poucos recursos, o tratamento de indugdo, em geral, é
realizado com AmB desoxicolato, formulacdo mais toxica e com mais relatos de
reagdes a infusdo. A Organizagcdo Mundial da Saude (OMS) sugere que pacientes
tratados com anfotericina B sejam submetidos a cuidados prévios que inclui pré-
hidratagdo com um 1L de soro fisioldgico e suplementagao de potassio (40 mEqg/dia)
e magnésio (16 mEq/dia) para se evitar complicagbes como hipocalemia e
nefrotoxicidade (Vidal et al., 2013; Lizarazo, Castaneda, 2022).

Embora as diretrizes da OMS recomendem que a terapia de indugao seja
realizada com a combinagao de anfotericina B com a flucitosina, este farmaco nao
esta disponivel em muitos paises devido ao seu alto custo. Nesses casos,
recomenda-se que a indugdo seja realizada com anfotericina B mais fluconazol em
doses 800 — 1200 mg/dia (Merry, Boulware, 2016; Mourad, Perfect, 2018a, 2018b;
Carmo et al., 2022).

ApoOs a terapia de indugdo, inicia-se a fase de consolidagdo, com a
administragdo do fluconazol, na dose de 400 — 800 mg/dia por 08 semanas.
Concentragdes de fluconazol em torno de 800 mg/dia sdo consideradas fungicidas,
enquanto doses menores sao consideradas fungistaticas. Sendo assim, até que a
cultura do LCR se apresente estéril, a dose sugerida de fluconazol no inicio da fase
de consolidagéo é de 800 mg/dia (Vidal et al., 2013).
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Para a fase final da terapia, chamada de manutengcdo ou profilaxia
secundaria, o fluconazol é utilizado na dose de 200 mg/dia, em média, por 12 meses
(Vidal et al., 2013; Mourad, Perfect, 2018a, 2018b).

Os compostos polienos, como a anfotericina B, agem ligando-se ao
ergosterol e provocando a formagdao de poros na membrana, aumentando a
permeabilidade celular e fazendo com que a célula fungica perca importantes
componentes intracelulares. Sua acado leva a estresse oxidativo, desequilibrio
eletrolitico e por fim, morte celular. Os Efeitos adversos incluem anemia, disturbios
eletroliticos, insuficiéncia renal, rea¢des no local da infusdo, dentre outros (Palacios
et al., 2011; Gray et al., 2012; Ngan et al., 2022).

A 5-fuorcitocina consegue se ligar ao RNA do fungo e alterar a sintese de
DNA, mas deve ser utilizada com outro farmaco que facilite a sua absorcao pela
célula. Por essa razao, € comumente associada a anfotericina B, que provoca a
formacao de poros na membrana e facilita a sua entrada nas células. Tem agao
fungistatica e os principais efeitos colaterais s&o disturbios gastrointestinais,
elevacao das aminotransferases, anemia, leucopenia e trombocitopenia (Barchiesi et
al., 2000; Roemer, Krysan, 2014; Ngan et al., 2022).

Ja os compostos triazélicos atuam inibindo a sintese do ergosterol, através
da inibicdo da enzima 14a-desmetilase do citocromo P450 (CYP), colesterol
essencial a formagdo da membrana plasmatica dos fungos. O triazol mais
comumente utilizado € o fluconazol, que possui alta biodisponibilidade e amplo
espectro. Pode causar erupcdes cutaneas e alteragcbes nas enzimas hepaticas
(Barchiesi et al., 2000; Roemer, Krysan, 2014; Cui et al., 2022).

Tratando-se de infecgdes por Cryptococcus spp., nas infecgdes sistémicas
com acometimento do sistema nervoso central, caracterizando a meningite
criptocdcica, é de fundamental importancia que a droga de escolha para terapéutica,
apresente facilidade em atravessar a barreira hematoencefalica e eliminar a infecgao
cerebral (Zhai et al., 2012; Peyclit et al., 2021).
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Os antifungicos apresentam grandes obstaculos, quer seja pelo reduzido
numero de compostos disponiveis, como pelas proprias caracteristicas das células
fungicas e sua similaridade estrutural e metabdlica com as células animais,
contribuindo para maiores riscos de toxicidade (Cowen, Steinbach, 2008; Scorzoni et
al., 2017).

Ademais, diversos estudos tém demonstrado resisténcia de Cryptococcus
spp. a medicamentos antifungicos, especialmente em pacientes com AIDS que
fazem terapia com azdis por longo prazo. O fungo acaba se adaptando a
concentracbes elevadas dos compostos, desenvolvendo cepas resistentes e
resultando em falhas terapéuticas (Mondon et al., 1999; Sionov et al., 2009; Varma,
Kwon-Chung, 2010).

A resisténcia microbioldgica ao farmaco antifungico ocorre quando as
concentracbes necessarias do farmaco para inibir o crescimento fungico sao
maiores do que aquelas utilizadas em cepas do tipo selvagem (células que nao
possuem resisténcia antifungica adquirida). A resisténcia clinica esta associada a
ineficacia do farmaco em inibir o crescimento fungico, causando persisténcia e/ou
progressao de uma infecgao (Parente-Rocha et al., 2017; Yadav et al., 2022).

Fatores envolvidos nos quadros de resisténcia aos farmacos, incluem desde
resisténcia intrinseca de cepas endogenas, a substituicido de cepas enddgenas
sensiveis por cepas resistentes por pressao seletiva de drogas antifungicas. Pode,
ainda, haver aquisicdo ambiental ou transferéncia de espécies superinfectantes
entre individuos, além de alteragbes no fendtipo celular (leveduras/hifas) e
crescimento populacional (White TC et al., 1998).

Os mecanismos moleculares de resisténcia fungica podem, de forma geral,
ser categorizados em dois importantes grupos. O primeiro grupo envolve
mecanismos desenvolvidos para impedir a agdo do antimicrobiano na célula e o
segundo grupo sdo os mecanismos desenvolvidos para que a célula suporte o

estresse induzido pelas drogas administradas (Cowen, Steinbach, 2008).
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Os fungos precisam se adaptar a presenca dos antifungicos, iniciando,
mecanismos moleculares para sua sobrevivéncia, que incluem: (1) mutacdo na
molécula fungica alvo da agdo da droga, alterando sua ligagao/afinidade com o
farmaco; (2) reducédo na importagado do farmaco; (3) modificagdo ou degradacao do
farmaco dentro da célula; (4) desenvolvimento de um sistema de efluxo que remove
a droga da célula e; (5) superexpressao da proteina alvo por modificacdo da regiao
promotora do gene (White TC et al., 1998; Ghannoum, Rice., 1999; Parente-Rocha
et al., 2017).

A anfotericina B, como ja citada anteriormente, € um polieno que age
formando canais na membrana fungica com a consequente liberacdo de ions (K+,
Na+, H+, Cl-), levando a lise celular. Além disso, a formagdo de importantes
complexos (droga-lipidio) depredam o ergosterol do fosfolipidio da membrana celular
fungica, levando ao esgotamento do ergosterol na célula (Hull et al., 2012; Parente-
Rocha et al., 2017).

Apesar da resisténcia contra a anfotericina B apresentar baixos indices, ela
pode ocorrer devido uma mutagdo na via de biossintese do ergosterol que leva a
uma menor afinidade de ligagdo ao farmaco, ou pela redugdo na quantidade de
ergosterol disponivel, possivel defeito na enzima envolvida na sintese de ergosterol
(delta 8-7 isomerase) e/ou em consequéncia da presenga de biofilmes (Cowen,
Steinbach, 2008; Palacios et al., 2011; Gray et al., 2012; Mesa-Arango et al., 2012;
Rogers et al., 2022).

O rapido desenvolvimento de resisténcia a flucitosina € um dos fatores que
impede seu uso na monoterapia para criptococose. A flucitosina consegue interferir
na sintese de RNA, DNA e no metabolismo da pirimidina. Sua agado farmacologica
s6 ocorre nas células fungicas, ndao atuando em células de mamiferos (Bermas,
Geddes-McAlister, 2020; Padda, Parmar, 2022).

Ao entrar na célula fungica, com o auxilio de uma enzima (citosina permease),

esse composto € convertido em 5-fluorouracil (5FU) através da enzima citosina
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desaminase. Uma fragcdo do 5FU é convertido em acido 5-fluorouridilico (FUMP)
pela UMP pirofosforilase, que apds nova fosforilagdo € incorporado ao RNA
alterando a sintese proteica. Outra fracdo dessa molécula € convertida em
monofosfato de S5-fluorodesoxiuridina, alterando a sintese de DNA e a divisdo
nuclear por inibir a enzima timidilato sintase (Ghannoum, Rice, 1999; Vermes et al.,
2000; Padda, Parmar, 2022).

A resisténcia a flucitosina por C. gattii possui mecanismos ainda desconhecidos.
No entanto, os mecanismos de resisténcia por C. neoformans parecem estar
relacionados a uma reducgao da atividade da citosina permease (fcy2) prejudicando a
entrada do composto na célula e/ou alteragdo na agdo enzimatica da citosina
desaminase (cy7) ou uracil fosforribosil transferase (fur1) (White TC et al., 1998;
Rogers et al., 2022).

Por conseguinte, o fluconazol, derivado triazélico, age alterando a biossintese de
ergosterol através da inibicdo da enzima C14a-lanosterol demetilase dependente do
citocromo P-450, esta enzima é codificada pelo gene ERG11. Dessa forma, ocorrera
um acumulo de um esterol intermediario téxico, o 14—a-metil-ergosta-8-eno-3,6-diol,
resultando em deplecado do ergosterol e alteragcao da estrutura e fungéo da célula
fungica (Ghannoum, Rice, 1999; Lupetti et al., 2002; Cowen, Steinbach, 2008;
Parente-Rocha et al., 2017; Yadav et al., 2022; Bermas, Geddes-McAlister, 2020).

Cryptococcus spp. possui diversos mecanismos que conferem a esse patégeno
resisténcia ao fluconazol e inclui: mutagbes e/ou superexpressao no gene ERG11,
superexpressdao do gene AFR1; superexpressdo de bombas de efluxo e
heterorresisténcia (Fontes et al., 2017; Atim et al., 2022; Kane, Carter, 2022).

Varias mutagdes pontuais no gene ERG171, com consequentes substituicbes de
aminoacidos (G344S, (G484S, G470R e Y145F), alteram a via de sintese do
ergosterol, com a subsequente modificacdo da enzima alvo do farmaco, C14a-
lanosterol demetilase, resultando em menor afinidade ou incapacidade dos azéis se

ligarem a essa enzima (Bosco-Borgeat et al., 2016; Rogers et al., 2022).
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Por sua vez, a expressao aumentada do gene ERG71 provoca uma elevada
producao da enzima C14a-lanosterol demetilase, levando a necessidade de grandes
concentracdes intracelulares do farmaco para inibicdo efetiva da enzima alvo
(Cannon et al., 2009; Yang ML et al., 2015; Atim et al., 2022).

A superexpressdo do gene AFR1 resulta em uma regulagdo positiva do
transportador ABC 1 (CnAFR1), com isso ocorre um efluxo ativo do farmaco
antifungico através da membrana celular para fora da célula, diminuindo a
concentragcédo da droga no local de agdo. Associado, também ocorre o aumento da
expressao de Mdr1, transportador ABC que pertence a subclasse de resisténcia a
multiplas drogas (Sanguinetti et al., 2006; Yang ML et al., 2015).

Tratando-se do mecanismo de heterorresisténcia, este parece ter origem a partir
da duplicagdo de cromossomos (dissomia do cromossomo 1), que carregam 0sS
genes que codificam para AFR1 e ERG11. Possui caracteristica dindmica,
heterogénea e é cepa dependente (Rogers et al., 2022).

Na heterorresisténcia uma subpopulacdo se adapta a concentragbes mais altas
do farmaco, de maneira gradual, resultando em populagcbes com diferentes
suscetibilidades a droga. E considerada uma resposta adaptativa ao estresse
induzido e é reversivel ao reduzir a exposi¢cao a droga (Cheong, Mccormack, 2013;
Roemer, Krysan, 2014; Hope et al., 2019; Rogers et al., 2022).

2.3 Reposicionamento de farmaco como uma nova abordagem terapéutica

Considerando todas essas questdes supracitadas, limitagcbes da terapia
antifungica disponivel, desenvolvimento de resisténcia, toxicidade e o alto custo dos
antifungicos, se faz necessario o desenvolvimento de novas terapias para essa
finalidade (Oliver et al., 2008; Chen X et al., 2014; Azevedo, 2015).
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Alternativas terapéuticas tém sido avaliadas para contornar essa
problematica, com pesquisas que objetivam obter maior variabilidade terapéutica e o
desenvolvimento de farmacos mais eficazes, com amplo espectro fungico, maior
biodisponibilidade e reducao de efeitos colaterais (Oliver et al., 2008; Chen X et al.,
2014; Azevedo, 2015).

Dentro desse contexto, investigar acdes antifungicas de outras classes de
farmacos, como antidepressivos, anti-inflamatoérios, anti-helminticos, antibacterianos,
dentre outros, tem demonstrado ser uma alternativa econémica, célere e viavel para
o tratamento de infecgdes fungicas (Oliver et al.,, 2008; Chen X et al., 2014;
Azevedo, 2015; Donlin, Meyers, 2022).

A combinacao de farmacos, pode permitir a reducdo da dose dos farmacos
tradicionalmente utilizados e reducdo do tempo de tratamento, o que
consequentemente também reduz os riscos de toxicidade e pode causar importantes
impactos na evolugdo da resisténcia (Mukherjee et al., 2005; Baym et al., 2016;
Spitzer et al., 2017; Truong et al., 2018).

Ao combinar farmacos, a resisténcia pode ser neutralizada ou até mesmo
revertida, processo chamado de inversao de selegdo, o que geralmente é resultante
do fato da propria resisténcia desenvolvida a primeira droga conferir maior
sensibilidade do patégeno a segunda droga administrada (Mukherjee et al., 2005;
Baym et al., 2016; Spitzer et al., 2017; Truong et al., 2018).

Ademais, algumas pesquisas demonstram que a combinagdo de compostos
pode levar a condicdo conhecida como sinergismo, onde um farmaco aumenta a
eficacia da agao de outro farmaco ja eficaz para determinada doenga, podendo atuar
facilitando o direcionamento desse composto para o local de acdo, aumentando sua
taxa de absorcao, sua biodisponibilidade no local alvo ou mesmo retardando seu
metabolismo e resultando em maior eficacia da terapéutica quando comparado ao

uso isolado de um dos farmacos (Spitzer et al., 2017; Kane, Carter, 2022).
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A descoberta e o desenvolvimento de novas drogas € um processo que
requer alto investimento e demanda tempo, em torno de 12 a 17 anos, para atender
as exigéncias regulatérias que visam a seguranga, eficacia e qualidade das
pesquisas. Em contrapartida, o reposicionamento de farmacos permiti reduzir
significativamente o tempo de desenvolvimento, com apenas 3 a 12 anos para
reposicionar um medicamento antigo para um novo tipo de tratamento (Hua et al.,
2022; Donlin, Meyers, 2022).

O processo tradicional para o desenvolvimento de medicamentos inclui
quatro etapas de descoberta do principio ativo, estudos pré-clinicos, ensaios clinicos
e monitoramento de seguranga pos-comercializagdo. No reposicionamento, dados
clinicos e perfis clinicos ja estdo disponiveis, permitindo, em alguns casos, que 0s
compostos passem para a Fase Il, quando demonstram ser suficientemente seguros
para ensaios pré-clinicos (Hua et al., 2022; Yang S et al., 2022).

Em suma, o reposicionamento de farmacos permite a avaliagdo de novos
usos para medicamentos aprovados ou em investigagdo, sendo, portanto,
considerada uma alternativa mais rapida e econbmica na busca por farmacos
antifungicos. Dessa forma, farmacos utilizados para outras finalidades terapéuticas
sao testados para identificacdo de possivel agao contra infecgdes fungicas, ja que o
processo de pesquisa e desenvolvimento de medicamentos, em geral, € demorado e
custoso (Firacative et al., 2021).

Diversas drogas tém sido investigadas quanto a sua agao antifungica,
farmacos antibacterianos como tetraciclinas, aminoglicosideos, macrolideos,
rifampicina e outros, parecem ser capazes de alterar a expressdo de genes
responsaveis por caracteristicas indispensaveis a sobrevivéncia e invasao fungica,
como permeabilidade da membrana, adeséao, formacgao de hifas e biofilme (Zeng et
al., 2019; Gao et al., 2020; Zhang et al., 2021).

Imunossupressores como a dexametasona demonstraram acdo efetiva

sobre fosfolipases extracelulares. Drogas antiarritmicas usadas para controle da
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frequéncia cardiaca, como o cloridrato de verapamil, apresentaram agao capaz de
inibir adesado, formacado de hifas, colonizagdo gastrointestinal e diminuicdo da
resisténcia do microrganismo ao estresse oxidativo provocado pela resposta
imunoldgica do hospedeiro (Zeng et al., 2019; Gao et al., 2020; Zhang et al., 2021).

Nesse sentido, drogas antidepressivas também vém sendo investigadas, e
os estudos constatam achados promissores dessa classe de medicamentos.
Farmacos inibidores seletivos de recaptagdo de serotonina e norepinefrina, com
acao antidepressiva e ansiolitica, por exemplo, sao amplamente prescritos por
serem considerados seguros e possuirem baixo indice de efeitos colaterais (Spadari
et al., 2020; Zhang et al., 2021).

Pesquisas realizadas com cloridrato de fluoxetina, cloridrato de sertralina e
cloridrato de paroxetina identificaram agéo antifungica positiva tanto em combinacéo
com farmacos antifungicos quanto na forma isolada desses compostos (Costa Silva
et al., 2017; Spadari et al., 2020; Pereira et al., 2021; Zhang et al., 2021; Menezes et
al., 2022).

Enquanto os inibidores seletivos de recaptacao de serotonina (ISRSs) possui
acao unimodal, ou seja, interfere na recaptagdao apenas da serotonina, outra classe
de farmacos, como o cloridrato de duloxetina, da classe dos inibidores seletivos de
recaptacdo de serotonina-norepinefrina, com mecanismo de acido semelhante,
possui acdo bimodal, ou seja, ha o bloqueio da recaptagédo sinaptica central de
serotonina e norepinefrina (Salem et al., 2022).

Os mecanismos precisos que expliquem a agao antidepressiva do cloridrato
de duloxetina sdo desconhecidos, podendo estar relacionados a potencializacado da
atividade serotoninérgica e noradrenérgica no SNC. O farmaco sofre metabolismo
hepatico através das isoenzimas 1A2 e 2D6 do citocromo P450 (CYP1A2 e
CYP2D6) em compostos inativos. Esses metabdlitos inativos, sao eliminados grande
parte na urina e cerca de 20% ¢é eliminado nas fezes (Frampton, Plosker, 2007;
Smith, Nicholson, 2007).
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A meia-vida de eliminacéo é de cerca de 12 horas. Apesar de o cloridrato de
duloxetina ser metabolizado principalmente pelas isoenzimas do citocromo P-450,
ele n&o interfere e/ou interage significativamente com o CYP3A4, portanto, ndo ha
preocupacdes quanto a administragdo concomitante com farmacos que afetam essa
enzima metabdlica, como antibiéticos macrolideos ou agentes antifungicos
(Frampton, Plosker, 2007; Smith, Nicholson, 2007).

Cloridrato de duloxetina € comercializado em apresentagdes capsulares de
20, 30 e 60 mg. Na pratica clinica, nos quadros de transtorno de ansiedade
generalizada, fibromialgia e dor neuropatica diabética, € utilizado uma dosagem
inicial comumente de 60 mg/dia, que pode ser aumentada até uma dose maxima de
120 mg/dia. Casos de superdosagem relatados encontram-se na faixa de 300 mg a
1400 mg resultante de ingestdes agudas do farmaco isolado ou em combinagdo com
outras drogas (Preskorn, 2004; Vey, Kovelman, 2010).

O farmaco cloridrato de duloxetina foi inicialmente aprovado para o
tratamento do transtorno depressivo maior. Com relagdo a outros antidepressivos,
suas caracteristicas farmacodindmicas sao favoraveis devido a sua dupla inibigao,
tolerdncia, seguranga, apresentando ainda, menores efeitos adversos e
possibilidade reduzida de ligacdo com outros receptores neurais (Salem et al.,
2022).

Posteriormente, cloridrato de duloxetina foi aprovado pelo FDA (Federal
Drug Administration) dos EUA (Estados Unidos da América) para uso em outros
quadros clinicos, como na dor neuropatica periférica diabética, ocorrendo, portanto,
reposicionamento do seu uso para condi¢des ndo enquadradas no rol dos disturbios
psiquiatricos (Waitekus, Kirkpatrick, 2004).

Esse farmaco foi o primeiro antidepressivo, nos EUA, que teve aprovada sua
aplicacao para diagnésticos fora do campo da psiquiatria. Nesse mesmo ano, o
cloridrato de duloxetina foi aprovado, na Europa, para uso no tratamento da

incontinéncia urinaria de esforgo (Waitekus, Kirkpatrick, 2004 ).
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No Brasil, o cloridrato de duloxetina também é aplicado além do ambito
psiquiatrico, ha estudos que avaliam a eficacia e efeitos adversos do cloridrato de
duloxetina em pacientes com dores neuropaticas por diversas condi¢cdes clinicas
(Oliveira Junior, Almeida, 2018; llleez et al., 2022; Santos et al., 2022).

O cloridrato de duloxetina pode apresentar alguns eventos adversos agudos,
tais como constipacao, diminuicdo do apetite, tontura, boca seca, fadiga e nausea. E
apesar de apresentar boa eficacia, seguranga e tolerancia, as recomendagdes do
fabricante sugerem precaugcdo quanto ao risco de aumento dos niveis de
transaminases hepaticas, nao sendo recomendada a prescricdo para pacientes que
faz uso substancial de alcool ou evidéncia de doencga hepatica crénica (Hanje et al.,
2006; Qin et al., 2022).

Estudos com o objetivo de elucidar a agdo antifungica do cloridrato de
duloxetina ainda sdo escassos na literatura, embora ja existam investigagcbes bem-
sucedidas de outros farmacos de categoria de atuagdao semelhante, demonstrando,
por conseguinte, a necessidade de se explorar suas agdes antimicrobianas, tanto

em ensaios in vitro quanto in vivo (Zhang et al., 2021; Menezes et al., 2022).
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3 PROPOSIGAO

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antifungica do farmaco cloridrato de duloxetina isolado e
em combinagcdo ao antifungico tradicionalmente utilizado, anfotericina B, frente a
cepas de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, in vitro e in vivo em
modelo invertebrado Galleria mellonella.
3.2 Objetivos especificos

a) determinar a Concentracéo Inibitéria Minima (CIM);

b) avaliar o efeito sinérgico do antifungico anfotericina B em associagao com

o cloridrato de duloxetina;

c) determinar a Concentragdo Fungicida Minima (CFM);

d) verificar a agao do cloridrato de duloxetina sobre o ergosterol presente na

membrana de Cryptococcus spp.;

e) verificar a acéo isolada do cloridrato de duloxetina sobre o biofilme de

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii;
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f) avaliar in vivo, no modelo invertebrado Galleria mellonella, a toxicidade e

eficacia antifungica do cloridrato de duloxetina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos e condigoes de cultivo

Neste trabalho foram utilizados, para triagem inicial, através do experimento
de microdiluigdo em caldo, cinco isolados clinicos de C. neoformans, um isolado
clinico de C. gattii, as cepas C. neoformans H99 (The American Type Culture
Collection ATCC) 208821 e C. gattii ATCC 56990. As leveduras foram cultivadas em
Sabouraud e incubadas a 37 °C, com agitacdo de 80 rpm. Como controle no ensaio
de microdiluicdo em caldo foi utilizada Candida krusei ATCC 6258 também cultivada
em caldo Sabouraud por 24 horas a 37 °C. As cepas clinicas sao isolados do liquido
cefalorraquidiano (LCR) de pacientes, de acordo com Carmo (2021). Todas as
cepas pertencem ao Laboratério de Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia da Universidade Estadual Paulista (ICT/UNESP) de Sao José
dos Campos — SP.

4.2 Compostos e antifungicos

Para avaliar a sensibilidade e os efeitos sinérgicos em C. neoformans e C.
gattii foram utilizados os farmacos cloridrato de duloxetina (Galena, Campinas,
Brasil), inibidor seletivo da recaptagao de serotonina e noradrenalina, e o antifungico
anfotericina B (Sigma-Aldrich, St Louis, MO).
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4.3 Avaliagcao da sensibilidade e determinagdao da concentragcao inibitéria

minima (CIM)

No teste de sensibilidade foi utilizado a técnica de microdiluicdo em caldo
conforme protocolo do European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST, 2017). O meio de cultura para a realizagcdo do teste de sensibilidade e
diluicdo dos compostos foi RPMI-1640 (com L-glutamina, pH 7,0, sem bicarbonato
de sddio) acrescido de 2% de glicose tamponado com MOPS 0,165 M. O controle do
teste foi realizado com anfotericina B (faixa de concentragdo: 8 pg/mL, 4 ug/mL, 2
pug/mL, 1 uyg/mL, 0,5 yg/mL, 0,25 pyg/mL, 0,125 pg/mL, 0,0625 pyg/mL, 0,0312 pug/mL
e 0,0156 pg/mL), conforme Quadro 1. O farmaco cloridrato de duloxetina foi diluido
em 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e posteriormente diluido em RPMI para obter
uma concentragdao de trabalho inicial de 2.000 ug/mL. Foram realizadas diluigbes
seriadas de 100 pL do composto em placa de 96 pogos (faixa de concentragao: 1000
pMg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 ug/mL, 62,5 pg/mL, 31,25 ug/mL, 15,62 pg/mL,
7,81 pg/mL, 3,9 pg/mL e 1,95 pg/mL), as concentragbes finais podem ser
observadas no Quadro 1. A Figura 1 mostra uma representagao grafica da placa

utilizada no experimento.

Quadro 1 — Diluigdes dos farmacos

FARMACOS DILUICOES SERIADAS DOS FARMACOS
Cloridrato de Duloxetina Ug/mL 1000 500 250 125 62,5 | 31,25 | 15,62 | 7,81 3,9 1,95
Anfotericina B ug/mL 8 4 2 1 0,5 | 0,250 | 0,125 |0,0625 |0,0312 |0,0156

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 1 — Representacao das placas utilizadas para triagem inicial de sensibilidade
das diversas cepas clinicas e padrao frente ao composto cloridrato de duloxetina
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A proxima etapa consistiu na inoculagéo de 100 uL de in6culo padronizado a
2,5x10° células/mL nos pogos de numeragao 02 a 12 das linhas correspondentes a
cada cepa. Essas placas foram novamente incubadas na estufa a 37 °C com
agitacao de 80 rpm por 48 h.

Apos 48 horas de incubacdo os resultados foram analisados por leitura
visual e por leitura espectrofotométrica a 530 nm. A concentragdo inibitéria minima
(CIM) foi a menor concentragdo do composto em que foi observado a inibigédo total

do crescimento fungico.

4.4 Concentragcao Fungicida Minima (CFM)

Apés a leitura visual e leitura espectrofotométrica a 530 nm realizada no
teste de sensibilidade, uma fracdo de cada poco foi transferida delicadamente, com
auxilios de palitos de madeira estéreis, para uma placa de Petri contendo agar
Sabouraud e devidamente demarcada, onde cada regido da placa de Petri
correspondia a sua localizagao na placa de 96 pogos. Apos 48 h de incubagéo a 37
°C, foi observado se houve o crescimento ou ndo de colbnias e suas respectivas
concentragbes. A concentragdo fungicida minima foi determinada pela menor

concentracdo onde nao foi observado crescimento.

4.5 Ensaio de quantificagao de ergosterol

Inicialmente, C. neoformans e C. gatti, foram cultivados em agar Sabouraud

suplementado com o farmaco antifuingico AmB ou o farmaco antidepressivo
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cloridrato de duloxetina, nas concentragcdes de 5X MIC e 7X MIC, incubados a 37 °C
por 48 h. Apods esse periodo, 20 mg de massa fungica umida foi coletada e
adicionadas a tubos de falcon contendo 3 mL de solugao de hidroxido de potassio a
25% em etanol. Apds essa etapa foram submetidos a uma temperatura de 85 °C em
banho-maria por 1 hora. Posteriormente, 1 mL de agua destilada esterilizada e 3 mL
de heptano foram adicionados em cada tudo, e os tubos foram submetidos a
agitacdo mecanica por 3 minutos. Em seguida, os tubos foram mantidos em
temperatura ambiente por mais 5 minutos para a formacdo das fases aquosa e
lipofilica. Com a formacéo das duas camadas, 600 uL do sobrenadante, referente a
camada superficial rica em ergosterol, foram coletados e transferidos para
eppendorfs. Por fim, 100 uL desta suspenséo foi transferida para uma placa de 96
pocos de quartzo, para leitura de absorbancia em espectrofotobmetro a 282 nm.
Solucao padrao de ergosterol de 2000 pg/mL (em etanol) e a concentragao

da curva de 0,5 pg/mL a 1024 pg/mL.

4.6 Avaliagdo da atividade sinérgica do cloridrato de duloxetina com a

anfotericina B

Foi utilizada a técnica do “tabuleiro de xadrez” para avaliar a atividade
sinérgica do cloridrato de duloxetina com anfotericina B. Essa técnica é baseada no
teste de sensibilidade por microdiluicdo em caldo, preconizada pelo EUCAST
(EUCAST, 2017). Os compostos foram adicionados as placas de 96 pogos e foram
realizadas diluigdes seriadas com os compostos a serem combinados.

Os farmacos, cloridrato de duloxetina e anfotericina B, foram utilizados na
linha H e coluna 12, respectivamente, de forma isolada, para confirmacdo de

efetividade das drogas, baseado na Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) ja
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estabelecida nos experimentos anteriores. Com relagao ao cloridrato de duloxetina,
na linha H/coluna 02 foi inoculado 200 pyL do farmaco com concentragao de 2.000
Mg/mL, no entanto, 100 pL foi utilizado para realizagdo da diluicdo seriada até a
coluna 11. Os pogos referentes a anfotericina B receberam 100 yL do farmaco ja
diluidos na concentragcéo corresponde (16 ug/mL, 8 ug/mL, 4 ug/mL, 2 ug/mL, 1
pug/mL, 0,5 pyg/mL, 0,25 ug/mL). Ambos receberam 100 pL da suspenséo fungica de
2,5x10°, resultando em uma concentracéo inicial de 1.000 ug/mL do cloridrato de
duloxetina e 8 yg/mL da anfotericina B.

A coluna 1 (linhas A a D) correspondeu ao controle positivo, contendo 100
hML de RPMI e 100 pL de indculo com células fungicas, enquanto a coluna 1 (linhas E
a H) correspondeu ao controle negativo recebendo apenas 200 yL de RPMI.

A regido central da placa (Colunas 02 a 11 e linhas A a G) foi inoculada da
seguinte forma: colunas 03 a 10 receberam inicialmente 50 uyL de RPMI. A coluna 02
(linhas A até G) foi adicionado 100 pL do cloridrato de duloxetina em uma
concentragédo de 2.000 pg/mL, 50 pL foram utilizados para realizar a diluicdo seriada
até a coluna 11. Apos essa etapa, foi acrescentado 50 yL de AmB com as
concentracgdes referentes as linhas correspondentes. E por fim, foram inoculados os
100 L da suspensao fungica de 2,5x10° cells/mL.

As placas foram incubadas a 37 °C e apds 48 h foi realizada a leitura visual
e leitura espectrofotométrica a 530 nm. O resultado do experimento foi a
determinagdo da menor concentragdo de cada composto capaz de inibir o
crescimento fungico completamente, representado por turbidez zero indice de
concentracgéo inibitoria fracionaria (FICI) e foi calculado usando a equacédo: ZFIC =
FICA + FICB, onde o FIC é a razdo da CIM do farmaco em combinacdo com a CIM
sozinha (Odds, 2003; White RL et al.,, 1996). Uma combinacao foi considerada
sinergética a uma FICI <0,5, indiferente a FICI> 1 e < 4 e antagonista em FICI> 4,0.
A mesma férmula foi utilizada para calcular o indice de concentragdo fungicida

fracionaria (FFCI), usando valores CFM em vez de CIM. No Quadro 2, pode-se



43

observar a disposi¢cao dos farmacos e as concentragdes finais na placa.

Quadro 2 — Concentragdes finais dos farmacos (ug/mL) na placa de sinergismo

500 250 125 62,5 | 31,25 | 15,62 | 7,81 3,90 1,95 0,97

500 250 125 62,5 | 31,25 | 15,62 | 7,81 3,90 1,95 0,97

500 250 125 62,5 | 31,25 | 15,62 | 7,81 3,90 1,95 0,97

D |+ 05 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
500 250 125 62,5 | 31,25 | 15,62 | 7,81 3,90 1,95 | 0,97

E |- 025 025 | 025 | 0256 | 025 | 0,25 | 025 | 0,25 | 0,25 | 0,25
500 250 125 62,5 | 31,25 | 15,62 | 7,81 3,90 1,95 | 0,97

F |-]0125| 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125
500 250 125 62,5 | 31,25 | 15,62 | 7,81 3,90 1,95 | 0,97

G | - 10,0625 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625
500 250 125 62,5 | 31,25 | 15,62 | 7,81 3,90 1,95 0,97

Legenda: Esquema representativo onde o farmaco cloridrato de duloxetina e suas concentragbes
estdo representados pela cor azul, e o farmaco anfotericina B e suas concentragbes pela cor
vermelha. O controle positivo esta representado pelo (+) e o negativo pelo (-).

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.7 Atividade antifungica do cloridrato de duloxetina em biofilme de

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii.

A formacao de biofilme foi realizada de acordo com Martinez e Casadevall
(2006), com algumas modificacbes. Para isso, 100 yL da suspensao fungica com
cepas de C. neoformans ATCC 208821 e C. gattii ATCC 56990 e concentragao de
107 células/mL foram inoculadas em placas de 96 pocos e incubadas a 37 °C, sem
agitacao durante 24 h. Transcorrido esse periodo os microrganismos/caldo foram
removidos e 0s pogos foram lavados por 2 vezes com solugéo salina a 0,85% (NaCl)
para remogao das leveduras nédo aderentes. Em seguida, foi adicionado tratamento,
por 24 horas, expondo esse biofilme aos compostos de cloridrato de duloxetina ou
anfotericina B. As concentracbes dos farmacos utilizados para tratamento do

biofilme sdo descritas no Quadro 3.

Quadro 3 — Concentragbes dos farmacos (pg/mL) utilizados para tratamento do

biofilme
Farmaco Microrganismo CIM |Concentragcdo do farmaco para
(ng/mL) tratamento do biofilme (ug/mL).
10 x CIM 156,2
- 15,62
C. gattii ’ 20 x CIM 312,4
Cloridrato de Duloxetina 10 x CIM 3125
31,25
C. neoformans 20 x CIM 625
5x CIM 2,5
. C. gattii e 0,5
Anfotericina B C. neoformans 10 x CIM 5,0

Legenda: CIM: Concentragao Inibitéria Minima.
Fonte: Elaborado pela autora.
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4.8 Avaliacao do efeito do tratamento na biomassa do biofilme por cristal

violeta

A mensuracédo do efeito do farmaco na biomassa dos biofilmes foi realizada
utilizando a metodologia descrita de acordo com Peeters et al. (2008). Apds
formacéao do biofilme conforme item 4.7, foi adicionado tratamento dos biofilmes com
a solucao de cloridrato de duloxetina e anfotericina B. Decorridos 24 h, os farmacos
foram removidos, os po¢cos novamente lavados por duas vezes com solugio salina a
0,85% e fixados por 15 minutos com 100 uL de alcool absoluto. Apés a retirada do
alcool, a placa foi armazenada na estufa a 37 °C para secagem. Decorrido mais 24
horas do ultimo procedimento (secagem) foi adicionado 100 uL de cristal violeta a
0,5%, e apds sua retirada os pogos foram lavados com NaCl até que esse composto
se apresentasse translucido. Logo apds, foi acrescentado em cada pogo 100 uL de
alcool e essa solugao foi transferida para uma nova placa de 96 pogos para proceder

a leitura espectrofotométrica a 530 nm.

4.9 Avaliacao da viabilidade celular por XTT

A atividade metabdlica dos biofilmes foi avaliada de acordo com Martinez e
Casadevall (2006), a partir do ensaio de redugao de XTT. O ensaio foi realizado com
adicdo em cada pogo de 50 uL de solugdo de XTT (1 mg / mL em PBS) e 4 yL da
solucdo de 1 mM menadiona em acetona (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). As
microplacas foram incubadas a 37 °C por 5 h e medidas as absorbancias a 490 nm.

Meio RPMI foi incluido como controle negativo.
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4.10 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os biofilmes foram formados, conforme item 4.7, entretanto para esse
ensaio a formacao do biofilme foi realizada sobre corpos de prova confeccionados
em resina acrilica termopolimerizavel a base de polimetilmetacrilato (Vipi Cril Plus,
VIPI, Pirassununga, Brasil). Os corpos de prova foram autoclavados e posicionados
em placas de 24 pocos e foi acrescentado 2 mL de meio de cultura. Apds a etapa de
formagao e tratamento, os biofilmes foram fixados com 2,5 mL de tampao fosfato 0,1
M, 0,50 mL de glutaraldeido a 2,5% e 2 mL de paraformaldeido a 4% por 2 h. Ao
término deste periodo os corpos de prova foram lavados com PBS. Prosseguimos,
entdo, a desidratacdo com 1 mL de acetona nas concentracées de 50, 70, 90, e
100% por 10 min em cada concentragdo, em seguida acetona 100% acrescido de
HMDS, na proporgao de 1:1 por 30 min, e por fim, HDMS 100% por mais 30 min. Ao
finalizar o processo de desidratagédo, a placa foi colocada para secagem total em
temperatura ambiente. Os corpos de prova foram retirados do fundo da placa com
auxilio de pinga estéril, transferidos para stubs de aluminio e recobertos com ouro
por 160 s a 40 mA. Apds a metalizacao, as pecas foram examinadas e fotografadas
em Microscopio Eletronico de Varredura do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
(ICT/Unesp), operando em 15 kV nos aumentos de 2.000; 4.000 e 8.000 vezes.

4.11 Atividade antifungica in vivo em modelo experimental Galleria mellonella

As amostras de Galleria mellonella, utilizadas no experimento, sao cultivadas
no Laboratorio de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia/

UNESP Sao José dos Campos — SP. Foram selecionadas, 24 horas antes do
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experimento, cinco grupos contendo 10 larvas cada e sem alteragdes de cor, com
peso de 250 — 300 mg, armazenadas em placas de Petri e sem alimento, incubadas
em estufa, sem iluminacdo e a uma temperatura de 37 °C. Antes do inicio da
inoculacdo, foi realizada a limpeza das pro-patas com etanol 70% e com uma
seringa Hamilton foi injetado 10 uL de inéculo e/ou solugéo de tratamento através da
ultima pro-pata esquerda de cada larva. O grupo controle foi composto por larvas

injetadas apenas com solugéo salina.

4.12 Ensaio de sobrevivéncia

Foi utilizado uma suspensao fungica de 108 células/mL para inoculagdo em
cada larva de Galleria mellonella para analise da curva de sobrevivéncia. As larvas
foram infectadas com 10 pL de in6culo através da proleg esquerda e incubadas a 37
°C para monitoramento durante os sete dias consecutivos. A morte das larvas foi
identificada pela auséncia de movimento apds estimulos com uma pinga. Como

controle, as larvas receberam apenas solugao salina.

4.13 Efeito antifungico do cloridrato de duloxetina em Galleria mellonella

Os grupos de larvas foram tratadas com as concentragdes de cloridrato de
duloxetina que apresentaram melhor atividade in vitro. Para os ensaios de eficacia
as larvas foram infectadas com 1x10® células/larva e tratadas com valores baseados
nos resultados obtidos nos testes de sensibilidade. Portanto utilizamos

concentragcbes e suas correspondentes doses de 1 x (3,125 mg/larva), 3 x (9,375
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mg/larva) e 5 x (15,625 mg/larva) dos valores de concentragao inibitéria minima ja
encontrados do composto cloridrato de duloxetina. Os tratamentos foram
administrados 1 h apos a infecgdo. As larvas foram incubadas a 37 °C e avaliadas a
cada 24 h durante 7 dias consecutivos. Em cada experimento, foram utilizados

grupos contendo 10 larvas e o experimento foi realizado em triplicata.

4.14 Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos a analise estatistica utilizando o software
GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). Os dados obtidos pelos
testes de atividade antifungica em biofilmes passaram pelo Kruskal-Wallis test com
Dunn, como pds-teste, o nivel de significancia adotado foi de p < 0,05. As curvas de
sobrevivéncia em Galleria mellonella foram analisadas pelo teste de Log-rank
(Mantel-Cox).
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagao do farmaco cloridrato de duloxetina in vitro

5.1.1 Determinacao da CIM e CFM do cloridrato de duloxetina

Todos os cinco isolados clinicos de C. neoformans (cepas 1, 2, 3, 4, 6), o
isolado clinico de C. gattii (cepa 1), as cepas C. neoformans ATCC 208821 e C.
gattii ATCC 56990 apresentaram sensibilidade ao farmaco cloridrato de duloxetina.
A Candida krusei foi utilizada como controle do experimento e apresentou CIM da
AmB de 1,0 yg/mL. C. gattii ATCC 56990 e C. neoformans ATCC 208821 foram
utilizados também como controle do experimento apresentando CIM da AmB de 0,5
Mg/mL.

O cloridrato de duloxetina apresentou valores de CIM e CFM nas faixas de
15,62 a 62,5 pg/mL para cepas clinicas e ATCC de C. gattii e C. neoformans. Os
valores de CIM e CFM de todas as cepas frente ao cloridrato de duloxetina podem

ser observados no Quadro 4.



Quadro 4 — Concentragao Inibitéria Minima e Concentracdo Fungicida Minima

cloridrato de duloxetina nas cepas utilizadas no experimento

50

do

Cepas CIM (ug/mL) CFM (ug/mL)
C. neoformans 1 62,5 62,5
C. neoformans 2 62,5 62,5
C. neoformans 3 62,5 62,5
C. neoformans 4 62,5 62,5
C. neoformans 6 62,5 62,5
C. neoformans ATCC 208821 31,25 31,25
C. gattii 1 15,62 15,62
C. gattii ATCC 56990 15,62 15,62

Legenda: CIM: Concentragao Inibitéria Minima; CFM: Concentragdo Fungicida Minima.

Fonte: Elaborado pela autora.

5.1.2 Ensaio de quantificagao de ergosterol

Foi realizado o ensaio de quantificagdo do ergosterol visando determinar a acéo

do cloridrato de duloxetina na membrana celular fungica. As amostras das cepas
cultivadas C. neoformans ATCC 208821 e C. gattii ATCC 56990 foram avaliadas

apos tratamento com cloridrato de duloxetina (5 x CIM e 7 X CIM) e comparadas

com os resultados obtidos com o grupo que recebeu tratamento com anfotericina B

(5x CIM e 7 x CIM), bem como com o grupo que nao recebeu tratamento (Figura 2).
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Figura 2 — Quantificagdo do ergosterol apos tratamento de C. gattii e C. neoformans

com o cloridrato de duloxetina e a anfotericina B
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Legenda: C. gattii — CD: Cloridrato de Duloxetina 5 x CIM (78,1 pg/mL), 7 x CIM (109,34 pug/mL);
AmB: Anfotericina B 5 x CIM (2,5 pg/mL), 7 x CIM (3,5 yg/mL). C. neoformans — CD: Cloridrato de
Duloxetina 5 x CIM (156,2 yg/mL), 7 x CIM (218,7 yg/mL); AmB: Anfotericina B 5 x CIM (2,5 ug/mL), 7
x CIM (3,5 pg/mL). Nao houve significancia estatistica em relagdo ao controle sem tratamento. Os
dados foram submetidos a analise estatistica utilizando Kruskal-Wallis test com Dunn.

Fonte: Elaborado pela autora.

Em relacdo a acédo do cloridrato de duloxetina sobre o conteudo do ergosterol,
principal esterol da membrana fungica, foi observado que o tratamento de C. gattii e
C. neoformans com esse farmaco aumentou o conteudo de ergosterol quando
comparado com controle sem tratamento. Por outro lado, o tratamento com
anfotericina B manteve niveis semelhantes ao controle ou um pouco abaixo do

controle. Entretanto, ndo foram observadas diferencgas estatisticas em nenhum dos

tratamentos avaliados.
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5.1.3 Avaliagao do efeito sinérgico do cloridrato de duloxetina em associagao

ao antifungico anfotericina B in vitro pela técnica do tabuleiro de xadrez.

A avaliacdo do efeito sinérgico do farmaco cloridrato de duloxetina com a
anfotericina B, apresentou 01 combinagao sinérgica (0,78 pg/mL de cloridrato de
duloxetina e 0,124 yg/mL de anfotericina B), reduzindo o valor da CIM em 4 vezes
tanto para cloridrato de duloxetina quanto para anfotericina B. Além disso, sete
outras combinagdes apresentaram valores aditivos nos experimentos com C.
neoformans (como pode ser observado na Tabela 1). Em relagdo a avaliagdo do
efeito combinatorio entre cloridrato de duloxetina e anfotericina B para C. gattii,
todas as concentragcbes avaliadas resultaram em resultados de classificacao

indiferente.
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Tabela 1 — Valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e indice de
Concentragao Inibitéria Fracionaria (ICIF) do cloridrato de duloxetina e anfotericina B

em combinacgao contra C. neoformans ATCC 208821

Valores de CIM (ug/mL) Concentragbes Valores de ICIF Redugéao da
aditivas/sinérgicas concentragcdo em
encontradas (ug/mL) comparagao com a CIM

CD AmB CD AmB CD AmB
31,25 0,5 15,62 0,25 0,99984 (Aditivo) 2 x 2x
31,25 0,5 7,81 0,25 0,74992 (Aditivo) 4 x 2 x
31,25 0,5 15,62 0,125 0,74984 (Aditivo) 2 x 4 x
31,25 0,5 3.9 0,25 0,6248 (Aditivo) 8 x 2x
31,25 0,5 1,95 0,25 0,5624 (Aditivo) 16 x 2 x
31,25 0,5 0,97 0,25 0,53104 (Aditivo) 32x 2x
31,25 0,5 7,81 0,125 0,49992 (Sinérgico) 4 x 4 x

Legenda: CD: Cloridrato de Duloxetina; AmB: Anfotericina B; CIM: Concentragéo Inibitéria Minima;
ICFI: indice de concentragéo fracionaria inibitoria.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.1.4 Avaliacdao da agao isolada do cloridrato de duloxetina em biofilme de

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii.

Apos formagao do biofilme, o tratamento foi realizado utilizando 10 x e 20 x o
CIM encontrado do cloridrato de duloxetina para cada microrganismo (C.
neoformans ATCC 208821 e C. gattii ATCC 56990) e 5 x e 10 x do CIM estabelecido
para o farmaco anfotericina B. Os valores utilizados podem ser visualizados no

Quadro 5 abaixo.
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Quadro 5 — Valores dos farmacos (ug/mL) utilizados para tratamento do Biofilme

Cloridrato de Duloxetina

Anfotericina B

CIM

Microrganismo 10xCIM | 20x CIM CIM 5x CIM 10 x CIM
(ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL)
C. neoformans 31,25 312,5 625 0,5 2,5 5
ATCC 208821
C. gattii 15,62 156,2 312,4 0,5 2,5 5
ATCC 56990

Legenda: CIM: Concentragao Inibitéria Minima.
Fonte: Elaborado pela autora.

Nos ensaios com o farmaco cloridrato de duloxetina nas concentracbes

equivalentes de 10 x CIM e 20 x CIM, houve reducéo significativa da biomassa em

relacédo ao controle sem tratamento (p<0,05) para ambos os microrganismos, como
pode ser observado na Figura 3 e Tabela 2 abaixo.
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Figura 3 — Quantificagdo da biomassa por cristal violeta apds tratamento do biofilme

de C. gattii e C.neoformans com o cloridrato de duloxetina e a AmB
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Legenda: C. gattii — CD: Cloridrato de Duloxetina 10 x CIM (156,2 ug/mL), 20 x CIM (312,4 pg/mL);
AmB: Anfotericina B 5 x CIM (2,5 ug/mL), 10 x CIM (5 pug/mL). C. neoformans — CD: Cloridrato de
Duloxetina 10 x CIM (312,5 pg/mL), 20 x CIM (625 pg/mL); AmB: Anfotericina B 5 x CIM (2,5 pg/mL),
10 x CIM (5 ug/mL). O asterisco (*) representa significancia estatistica em relagédo ao controle sem
tratamento. Os dados foram submetidos a analise estatistica utilizando Kruskal-Wallis test com Dunn.
Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 2 — Analise de redugao da biomassa por cristal violeta apds tratamentos com

os farmacos isolados com base no valor de CIM

C. gattii C. neoformans
Farmaco Redugdo em comparacgao ao controle Farmaco Redugdo em comparagao ao controle
Controle - Controle -
CD 10 x 2,64 vezes (62,25%) CD 10 x 6,7 vezes (85,17%)
CD 20 x 5,6 vezes (82,16%) CD 20 x 6,9 vezes (85,63%)
AmB 5 x 4.54 vezes (78,04%) AmB 5 x 5,0 vezes (80%)
AmB 10 x 5.30 vezes (81.13%) AmB 10 x 4.0 vezes (76.1%)

Legenda: C. gatti — CD: Cloridrato de Duloxetina 10 x CIM (156,2 pg/mL), 20 x CIM (312,4 pg/mL);
AmB: Anfotericina B 5 x CIM (2,5 pg/mL), 10 x CIM (5 pg/mL). C. neoformans — CD: Cloridrato de
Duloxetina 10 x CIM (312,5 ug/mL), 20 x CIM (625 ug/mL); AmB: Anfotericina B 5 x CIM (2,5 ug/mL),
10 x CIM (5 pg/mL).

Fonte: Elaborado pela autora.
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As concentragdes de 10 x CIM e 20 x CIM do cloridrato de duloxetina para o
microrganismo C. gattii apresentaram redug¢des da biomassa equivalentes a 62,25%
(p=0,0076) e 82,16% (p=0,0001) respectivamente. Com relagdo ao tratamento com
o antifungico tradicional, anfotericina B, este alcangcou uma reducdo em 78,04%
(p=0,0001) na concentracéo de 5 x CIM e 81,13% (p=0,0001) na concentragao de
10 x CIM. A comparacao foi realizada com o grupo controle que n&o recebeu
tratamento.

Tratando-se da espécie C. neoformans, as concentracées de 10 x CIM e
20 x CIM do cloridrato de duloxetina apresentaram reducbes da biomassa
equivalentes a 85,17% (p=0,0001) e 85,63% (p=0,0001) respectivamente. Com
relagcdo ao tratamento com o antifungico tradicional, anfotericina B, este alcangou
uma reducdo em 80% (p=0,0007) na concentragdo de 5 x CIM e 76,1% na
concentracéo de 10 x CIM. A comparacéao foi realizada com o grupo controle que

nao recebeu tratamento.

5.1.5 Quantificagdao do efeito do cloridrato de duloxetina na atividade

metabdlica do biofilme de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii.

Apds os resultados da quantificagcdo da biomassa por cristal violeta apos
tratamento do biofilme de C. gattii e C. neoformans com o cloridrato de duloxetina e
a anfotericina B, foi investigado também seu efeito sobre a atividade metabdlica do

biofilme usando o ensaio XTT, conforme Figura 4 e Tabela 3.
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Figura 4 — Efeito do cloridrato de duloxetina na atividade metabdlica do biofilme de

C. neoformans e C. gattii.
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Legenda: C. gattii — CD: Cloridrato de Duloxetina 10 x CIM (156,2 ug/mL), 20 x CIM (312,4 pg/mL);
AmB: Anfotericina B 5 x CIM (2,5 ug/mL), 10 x CIM (5 pug/mL). C. neoformans — CD: Cloridrato de
Duloxetina 10 x CIM (312,5 pg/mL), 20 x CIM (625 ug/mL); AmB: Anfotericina B 5 x CIM (2,5 pg/mL),
10 x CIM (5 ug/mL). O asterisco (*) representa significancia estatistica em relagédo ao controle sem
tratamento. Os dados foram submetidos a analise estatistica utilizando Kruskal-Wallis test com Dunn.
Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 3 — Analise da atividade metabdlica do biofilme de C. neoformans e C. gattii

apos tratamento com o cloridrato de duloxetina

C. gattii C. neoformans
Farmaco Redugdo em comparagéo ao controle Farmaco Redugdo em comparagéo ao controle
Controle - Controle -
CD 10 x 99,6% CD 10 x 98,9%
CD 20 x 99,2% CD 20 x 99,5%
AmB 5 x 98,9% AmB 5 x 89,9%
AmB 10 x 99.4% AmB 10 x 97.8%

Legenda: C. gatti — CD: Cloridrato de Duloxetina 10 x CIM (156,2 pg/mL), 20 x CIM (312,4 pg/mL);
AmB: Anfotericina B 5 x CIM (2,5 pg/mL), 10 x CIM (5 pg/mL). C. neoformans — CD: Cloridrato de
Duloxetina 10 x CIM (312,5 pg/mL), 20 x CIM (625 pg/mL); AmB: Anfotericina B 5 x CIM (2,5 pg/mL),
10 x CIM (5 pg/mL).

Fonte: Elaborado pela autora.
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As concentragdes de 10 x CIM e 20 x CIM do cloridrato de duloxetina para o
microrganismo C. gattii apresentaram redugdes na atividade metabdlica apos
tratamento com cloridrato de duloxetina de 99,6% (p=0,0001) e 99,2% (p=0,0001)
respectivamente. Com relagdo ao tratamento com o antifungico tradicional,
anfotericina B, este alcangou uma redugéo de 98,9% (p=0,0002) na concentracao de
5 x CIM e 99,4% (p=0,0001) na concentragcédo de 10 x CIM. A comparagéo foi
realizada com o grupo controle que ndo recebeu tratamento.

Tratando-se da espécie C. neoformans, as concentracées de 10 x CIM e
20 x CIM do cloridrato de duloxetina apresentaram redug¢des da atividade metabdlica
apos tratamento com cloridrato de duloxetina equivalente a 98,9% (p=0,0001) e
99,5% (p=0,0001) respectivamente. Com relagdo ao tratamento com o antifungico
tradicional, anfotericina B, este alcangou uma redugdo em 89,9% (p=0,0001) na
concentracao de 5 x CIM e 97,8% na concentragcdo de 10 x CIM. A comparagao foi

realizada com o grupo controle que nao recebeu tratamento.

5.1.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Apos a observagao da atividade do cloridrato de duloxetina contra biofilmes de
C. neoformans e C. gattii, o efeito do tratamento na constituicdo do biofiime de C.
neoformans foi visualizado por MEV.

Uma reducéo drastica do biofilme foi aparente ao comparar o grupo controle, C.
neoformans nao tratado, com os respectivos grupos submetidos ao tratamento:
cloridrato de duloxetina 10 x CIM (312,5 pg/mL) e anfotericina B 5 x CIM (2,5 pg/mL).

Esses dados corroboraram com os resultados dos ensaios de mensuracao da
biomassa dos biofilmes por cristal violeta e da atividade metabdlica dos biofilmes a

partir do ensaio de redugdao de XTT. Os grupos tratados com os farmacos
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demostraram um biofilme desestruturado, com menor quantidade de microrganismos

e menor densidade, conforme pode ser observado na Figura 5.

Figura 5 — Imagens de microscopia eletrbnica de varredura de biofime de C.

neoformans (aumento de 2.000x)

C. neoformans C. neoformans
Cloridrato de duloxetina Anfotericina B C. neoformans

2500 kV 2000x 35 n ETD ICT - UNESP 26,00 ky 0x 5. 45 |15.8 mm
Legenda: Imagens no aumento de 2 Kx. C. neoformans — CD: Cloridrato de Duloxetina 10 x CIM
(312,5 pg/mL); C. neoformans — AmB: Anfotericina B 5 x CIM (2,5 pg/mL); Grupo Controle sem
tratamento.

Fonte: Elaborado pela autora.

5.2 Avaliagao do cloridrato de duloxetina in vivo

5.2.1 Avaliagcao da acao antifungica do cloridrato de duloxetina em modelo

experimental Galleria mellonella

Nesse ensaio foram avaliadas as doses de 3,125 mg/larva, 9,375 mg/larva e

15,625 mg/larva do cloridrato de duloxetina, os valores sao respectivamente 1 x
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CIM, 3 x CIM, 5 x CIM transformados em doses por larvas. Os resultados
demonstraram toxicidade na dose de 5 x CIM (15,625 mg/larva) com a ocorréncia da
morte de larvas em tempo inferior quando comparado ao grupo inoculado com C.
neoformans que nao recebeu tratamento. Na concentracdo de 1 x CIM (3,125
mg/larva) foi observado aumento da sobrevida das larvas, apesar de nao apresentar

significancia estatistica colocar valor de p. (Figura 6).

Figura 6 — Representacao grafica do ensaio de eficacia antifungica do cloridrato de

duloxetina em Galleria mellonella

Cryptococccus neoformans

100 °
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Dias
-o- PBS (Controle) # H99 -4 H99 + 1x MIC (p=0,0681)
4~ H99+ 3X MIC (p=0,7906) H99+ 5X MIC (p=0,0286)

Legenda: Cloridrato de Duloxetina — 1 x CIM (3,125 mg/larva), 3 x CIM (9,375 mg/larva), 5 x CIM
(15,625 mg/larva). Na concentracdo de 15,625 mg/larva foi observado significancia estatistica em
relacdo ao controle sem tratamento. Os dados foram submetidos a analise estatistica utilizando o
teste de Log-rank (Mantel-Cox).

Fonte: Elaborado pela autora.
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6 DISCUSSAO

Milhdes de pessoas sao infectadas com fungos anualmente, grande parte esta
relacionada a infecgbes superficiais que acometem principalmente a pele e
mucosas, e apesar de ndo se caracterizarem como uma ameaga a vida, prejudicam
a qualidade de vida dos pacientes e podem em situagdes oportunas espalhar-se,
causando quadros clinicos graves e debilitantes (Sousa F et al., 2020; Aguiar et al.,
2022).

Estima-se que 1,5 milhdo dessas infec¢cbes sao infecgdes fungicas invasivas,
com acometimento dos 6rgaos internos, corrente sanguinea, pulmao, figado, rins,
sistema nervoso central, exigindo hospitalizagdo, celeridade no diagnostico e
terapéutica bem direcionada e eficaz. Esse tipo de infecgdo € um grande desafio,
apresentando altas taxas de mortalidade e grandes custos para o sistema de saude
(Sousa F et al., 2020; Cui et al., 2022).

O tratamento das infecgdes fungicas por Cryptococcus spp., especialmente nos
casos de meningite cryptocécica, inclui anfotericina B (desoxicolato ou lipossomal),
flucitosina e fluconazol, esses compostos apresentam vantagens e desvantagens no
ambito do seu espectro de agao, interacbes medicamentosas, farmacocinética e
farmacodinédmica, mecanismos de resisténcia e toxicidade (Sousa F et al., 2020;
Donlin, Meyers, 2022).

Com a limitagao das drogas antifungicas utilizadas nos tratamentos atuais, cada
vez mais pesquisas estdo sendo realizadas, com o objetivo de desenvolver novas
técnicas e insumos para a terapia das infecgdes fungicas por Cryptococcus spp. e
contornar a problematica referente ao crescente desenvolvimento de resisténcia por
parte desse microrganismo e elevada toxicidade da terapia classica (Aguiar et al.,
2022; Kim et al., 2022).
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Dentre as alternativas terapéuticas investigadas, pesquisas envolvendo o
reposicionamento de farmacos ganhou notoriedade nos ultimos anos, pois permite a
economia de tempo e reducdo de custos, uma vez que farmacos com mecanismos
de acéo, alvos moleculares e dados de toxicidade ja conhecidos, comercializados e
utilizados na pratica clinica para determinadas doengas, sao testados para avaliagao
de uma possivel atividade antifungica (Peyclit et al., 2021; Breuer et al., 2022; Kim et
al., 2022).

Dentro desse contexto e com base em pesquisas ja desenvolvidas, a classe dos
inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina, como cloridrato de sertralina,
cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina, assim como inibidores seletivos de
recaptacdo de serotonina e norepinefrina, como o cloridrato de duloxetina, dentre
outras drogas utilizadas em quadros psiquiatricos, tém sido considerados farmacos
promissores (Dolan et al., 2009; Bouz, Dolezal, 2021; Breuer et al., 2022).

Cloridrato de sertralina € um dos antidepressivos mais comumente prescrito na
clinica. Villanueva-Lozano et al. (2020), demonstraram que esse composto
apresentou importante acdo fungicida contra patdgenos fungicos emergentes
(Lomentospora prolificans, Scedosporium spp., Fusarium spp., Paecilomyces spp.,
Alternaria spp. e Curvularia spp.) com concentracao inibitéria minima e concentragao
fungicida minima na faixa de 8-32 ug/mL (Villanueva-Lozano et al., 2020).

Estudos in vitro, Zhai et al. (2012) e Peyclit et al. (2021), também demonstraram
acao fungicida de cloridrato de sertralina contra algumas espécies dos principais
patdgenos responsaveis por infecgdes invasivas, como Aspergillus e Candida, com
CIMs variando de 7 a 256 ug/ml (Zhai et al., 2012; Peyclit et al., 2021).

Quanto a infecgbes por espécies de Cryptococcus spp., cloridrato de sertralina,
droga neurotrépica e que, portanto, atravessa facilmente a Dbarreira
hematoencefalica, apresentou ag¢ao fungicida particularmente potente, com CIMs
inferiores a 10 ug/mL (Zhai et al., 2012; Peyclit et al., 2021). De acordo com Trevifio-

Rangel et al. (2016), esse farmaco é capaz de atingir niveis no sistema nervoso
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central 20 a 40 vezes maiores do que aqueles encontrados no plasma sanguineo
apos sua administracao (Trevifo-Rangel et al., 2016).

Nos estudos de Trevifio-Rangel et al. (2016), a atividade antifungica do cloridrato
de sertralina também foi avaliada em modelos murinos. Essa abordagem
experimental permite reproduzir infecgdes bastante semelhantes as infecgbes em
humanos, e dessa forma, melhor avaliacdo da progressao da doenca, caracteristicas
de viruléncia do microrganismo e sinais clinicos de determinadas infecgdes. Assim
como, sao especialmente importantes para se avaliar a eficacia de determinados
farmacos frente a uma infecgao (Trevifio-Rangel et al., 2016).

Trevifio-Rangel et al. (2016), realizaram o tratamento da infeccéo criptocécica
em murinos utilizando sertralina na dose de 15 mg/kg, o que reduziu a carga fungica
no cérebro e baco com eficacia comparavel a do fluconazol, farmaco propriamente
antifungico e pertencente a terapia convencional ja utilizada na pratica clinica
(Trevino-Rangel et al., 2016).

O cloridrato de duloxetina, farmaco também antidepressivo, inibidor seletivo da
recaptacado de serotonina e noradrenalina, tém recentemente despertado a atencéo
dos pesquisadores quanto a possivel acao antifungica, apesar de estudos avaliando
sua eficacia e mecanismos de acao ainda serem escassos na literatura (Menezes et
al., 2022).

Dentro desse contexto, este estudo realizou uma avaliacdo da atividade
antifungica do farmaco cloridrato de duloxetina através de metodologias que
permitiram pontuar o efeito antifUngico da droga em cepas clinicas e padrao de C.
neoformans e C. gattii, bem como sua ac¢do antibiofiime e seu comportamento em
modelos de infeccao experimental Galleria mellonella.

No presente estudo, todas as cepas utilizadas, os cinco isolados clinicos de C.
neoformans (cepas 1, 2, 3, 4, 6), o isolado clinico de C. gattii (cepa 5), as cepas C.
neoformans ATCC 208821 e C. gattii ATCC 56990 apresentaram sensibilidade ao

farmaco cloridrato de duloxetina.
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Com relagdo aos resultados referentes as cepas ATCC, o cloridrato de
duloxetina apresentou valores de CIM de 15,62 pg/mL para C. gattii (ATCC 56990) e
31,25 pyg/mL para C. neoformans (ATCC 208821), resultado proximo do estudo
publicado por Menezes et al. (2022) em que foi verificado valores de CIM e CFM de
18,5 pg/mL para C. neoformans (Menezes et al., 2022).

Com base nos resultados dos testes de suscetibilidade antifungica, citado acima,
foi possivel identificar a concentragdo ideal da droga para total inibicdo do
crescimento fungico (15,62 ug/mL para C. gattii ATCC 56990 e 31,25 ug/mL para C.
neoformans ATCC 208821), sendo esse um fator-chave para o planejamento dos
futuros experimentos e melhor delineamento da atividade do farmaco utilizado nos
ensaios.

Por conseguinte, com base nos resultados promissores encontrados nos
ensaios, prosseguimos para quantificagdo do ergosterol com o intuito de avaliar uma
possivel acado do cloridrato de duloxetina na membrana celular fungica.

No entanto, C. neoformans ATCC 208821 e C. gatti ATCC 56990, apos
tratamento com o cloridrato de duloxetina (56 x CIM e 7 X CIM), ndo apresentaram
redugdes da sintese de ergosterol. Porém, os resultados sugerem que o tratamento
com esse farmaco aumentou o conteudo de ergosterol quando comparados com o
grupo que nao recebeu tratamento. Nao sendo identificado diferencgas estatisticas
em nenhum dos tratamentos avaliados.

Com isso, 0 mecanismo de ag¢ao do cloridrato de duloxetina ndo parece estar
relacionado a deplecéo do ergosterol. Futuros experimentos serdo necessarios para
investigacdo mais detalhada do mecanismo de ac&o do cloridrato de duloxetina.

Ainda com base nos valores de CIM encontrados, foi verificado se esse
composto apresentava atividade sinérgica com o antifungico anfotericina B, através
da técnica do Tabuleiro de Xadrez, método aceito para investigar interagdes

medicamentosas em doencas infecciosas.
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A avaliacédo do efeito sinérgico do farmaco cloridrato de duloxetina com a
anfotericina B, apresentou 01 combinagao sinérgica, reduzindo o valor da CIM em 4
vezes tanto para cloridrato de duloxetina quanto para anfotericina B. Todas as outras
combinagdes apresentaram valores aditivos (Aditiva: 0,5 < ICIF < 1,0) nos
experimentos com C. neoformans, e indiferente (Indiferente: 1,0 < ICIF < 4,0) nos
ensaios com C. gattii.

De acordo com Nayak e Xu (2010), a importéncia dessa analise baseia-se no
fato de que a associacdo de farmacos pode produzir combinacbes mais eficazes
com redugao significativa de toxicidade, especialmente quando se utiliza na
terapéutica a anfotericina B (AmB), ja que dessa forma, pode-se reduzir a
quantidade total de AmB no tratamento proposto (Nayak, Xu, 2010).

Segundo Liao et al. (2015), a anfotericina B € o mais potente antifungico utilizado
atualmente, e quando administrada em altas concentragdes possui acédo efetiva
contra biofilmes fungicos, incluido aqueles formados por espécies de Cryptococcus
spp. No entanto, por ser uma droga altamente toxica, se torna inviavel sua utilizagdo
em grandes concentragbes e por periodos prolongados, tornando interessante sua
associagao com outros farmacos (Liao et al., 2015).

Exemplo de uma terapia combinada comumente utilizada na clinica é a
associacao da anfotericina B com o fluconazol, ainda que, o fluconazol tenha agao
fungistatica e ndo fungicida e possua uma menor eficiéncia para atravessar a
barreira hematoencefalica. Conforme Nayak e Xu (2010) a droga apresenta
concentragéo plasmatica maxima de aproximadamente 4,92 — 17,6 ug/g no cérebro
apos uso de capsula oral de 400 mg (Nayak, Xu, 2010; Krysan, 2015; Alkhalifa et al.,
2022).

Em casos de farmacos que apresentam resultados sinérgicos, a agao antifungica
pode ser intensificada pela simples associagao dos farmacos quando comparado ao
uso da droga nas mesmas concentracées de forma isolada, além de reduzir o

desenvolvimento de resisténcias (Wambaugh et al., 2020).
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Estudos in vitro avaliando a atividade sinérgica do cloridrato de sertralina com o
fluconazol, Nayak e Xu (2010); Zhai et al. (2012) e Trevifio-Rangel et al. (2016),
demonstraram resultados aditivos ou sinérgicos dessa combinagcdo e que a
depuragdo fungica do liquido cefalorraquidiano apresentou-se acelerada com
relagdo ao uso de qualquer droga isoladamente nos experimentos em modelos
animais (Nayak, Xu, 2010; Zhai et al., 2012; Trevifio-Rangel et al., 2016).

Cloridrato de sertralina foi utilizado como adjuvante no tratamento de casos de
meningite cryptocécica na Africa. Esse estudo clinico publicado por Rhein et al.
(2016) incluiu 172 pacientes infectados pelo HIV. Foi associado 100 — 400 mg/dia de
sertralina a terapia padrdao de anfotericina + fluconazol e os resultados
demonstraram atividade fungicida precoce com base, dentre outros fatores, na
analise da taxa de depuragdo do LCR - liquido cefalorraquidiano (Rhein et al.,
2016).

Fundamentado nos resultados do estudo piloto citado acima, em que se analisou
também a segurancga, eficacia microbiologica e farmacocinética do cloridrato de
sertralina adjuvante, um novo estudo controlado, randomizado de fase Illl, foi
realizado e publicado em 2019. No entanto, nesse ensaio clinico duplo-cego e
controlado por placebo, a taxa de eliminagao fungica do liquido cefalorraquidiano foi
semelhante entre os grupos (Rhein et al., 2019).

Os estudos apontam como um dos mecanismos de viruléncia para o
comprometimento do organismo hospedeiro e para protecao do Cryptococcus spp,
quer pela resposta imunoldgica, bem como, pela acado farmacoldgica, a capacidade
desses microrganismos formarem biofiimes. As células fungicas pertencentes a
biofilmes produzem matriz extracelular polimérica densa que dificulta
substancialmente a penetragao de farmacos, e dessa forma, interfere no sucesso da
terapéutica (Martinez, Casadevall, 2006).

No presente estudo, os ensaios com o farmaco cloridrato de duloxetina, através

da técnica com cristal violeta, apresentaram redugao significativa da biomassa de C.
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gattii e C. neoformans em relagdo ao controle sem tratamento (p<0,05). Sao
resultados promissores para futuras pesquisas.

Cloridrato de duloxetina apresentou elevada eficacia antibiofilme. Além disso,
nos estudos de Menezes et al. (2022) o cloridrato de duloxetina apresentou atividade
antifungica sinérgica com fluconazol, apresentando 12 concentragdes sinérgicas
(Menezes et al., 2022).

As concentragdes isoladas de 312,4 uyg/mL do cloridrato de duloxetina para o
microrganismo C. gattii apresentaram redugdes da biomassa equivalentes a 82,16%.
Tratando-se da espécie C. neoformans, as concentragdes isoladas de 312,5 pg/mL
do cloridrato de duloxetina apresentaram redug¢des da biomassa equivalentes a
85,63% (p=0,0001). Ambos resultados comparados com grupos controles que n&o
receberam tratamento.

Nos estudos publicados por Pereira et al. (2021) foi realizada uma analise da
acao de dois farmacos da classe dos inibidores seletivos de recaptacdo da
serotonina, o cloridrato de fluoxetina e o cloridrato de paroxetina, sobre biofilmes de
C. neoformans. Os experimentos demonstraram que cloridrato de fluoxetina reduziu
a biomassa do biofilme de C. neoformans em até 36% com concentragdes de 19,2
pMg/mL, apresentando também bons resultados quando combinada a anfotericina B,
com reducao de 10% na viabilidade do biofilme (Pereira et al., 2021).

O cloridrato de paroxetina, por sua vez, também reduziu a biomassa em até
36%, porém nao apresentou resultados estatisticamente significativos com relagéo
redugéo da viabilidade celular do biofilme. Quando combinada com a anfotericina B
(0,12 pg/mL) constatou-se redugdo da biomassa de 27% e viabilidade de 11%. Os
autores concluiram que o cloridrato de fluoxetina e o cloridrato de paroxetina
apresentaram agao na viabilidade celular do biofiime somente quando combinadas
com a Anfotericina B (Pereira et al., 2021).

Os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRSs) também foram

testados em diversos estudos com o género Candida spp. No trabalho realizado por
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Oliveira Junior e Almeida (2018), cloridrato de fluoxetina e cloridrato de sertralina
foram analisadas, através dos ensaios de cristal violeta e MTT, quanto a sua
capacidade de reduzir a biomassa e prejudicar a viabilidade metabdlica do biofilme
(Oliveira Junior, Almeida, 2018).

No trabalho publicado por Oliveira Junior e Almeida (2018), os melhores
resultados demonstraram que cloridrato de fluoxetina, na concentracdo de 3,9
mg/mL, foi capaz de reduzir significativamente a biomassa do biofilme (p < 0,05) em
82% para C. glabrata e a viabilidade do biofilme em 96% para C. krusei. Enquanto, a
sertralina alcangou uma reducao de 88% na biomassa do biofilme de C. glabrata e
90% na viabilidade do biofilme de C. parapsilosis (Oliveira Junior, Almeida, 2018).

Com relacao a viabilidade celular, neste estudo, apds tratamento com cloridrato
de duloxetina, os biofiimes produzidos pelas cepas de C. neoformans e C. gattii
apresentaram perfil semelhante. Os resultados do ensaio XTT, que avaliou a
atividade metabdlica celular pela atividade mitocondrial, demonstrou reducdo na
atividade metabdlica de todas as espécies estudadas.

As concentragdes de 10 x CIM e 20 x CIM do cloridrato de duloxetina tanto para
0 microrganismo C. gattii quanto para espécie C. neoformans apresentaram
redugcdes na atividade metabdlica acima de 99% em comparagéo ao grupo controle
que nao recebeu tratamento. Portanto, o tratamento com o cloridrato de duloxetina
parece resultar em disfungdo mitocondrial e toxicidade para C. neoformans e C.
gattii.

Seguindo esta tendéncia, a analise de microscopia eletrénica de varredura,
neste estudo, corrobora com os resultados dos ensaios de mensuracao da biomassa
dos biofilmes por cristal violeta e da atividade metabdlica dos biofilmes a partir do
ensaio de reducado de XTT, ja que as imagens de C. neoformans apresentaram
eliminacao e desagregacao da constituicdo dos biofilmes submetidos a tratamentos

com o cloridrato de duloxetina.
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Estudos como o de Martinez e Casadevall (2007), apontam relatos da formagao
de biofiimes por C. neoformans em placas de poliestireno e dispositivos médicos
protéticos, incluindo cateteres de derivagdo ventriculoatrial, configurando-se como
um grande desafio para saude publica. Citam ainda, que a formagéo do biofilme
impede a penetracao eficiente de drogas antifungicas, conferindo maior resisténcia
do que seus homologos plancténicos (Martinez, Casadevall, 2006).

Benaducci et al. (2016) realizaram um estudo comparando a viruléncia de
células planctonicas e de biofilme de C. neoformans e C. gattii no modelo Galleria
mellonella (Benaducci et al., 2016).

No estudo supracitado, apdés 04 dias de infecgdo, as larvas infectadas com
células dos biofilmes de C. neoformans e C. gattii morreram, ao passo que, 30% das
larvas infectadas com células plancténicas de C. neoformans e 80% das larvas
infectadas com C. gattii ainda se apresentavam vivas. No final de 7 dias, algumas
larvas infectadas com células plancténicas ainda estavam vivas, ndo atingindo 100%
de mortalidade em nenhuma das cepas testadas (Benaducci et al., 2016).

Em 2021, Pereira et al. confirmaram que os farmacos, cloridrato de verapamil,
cloridrato de fluoxetina e cloridrato de paroxetina, inibidores seletivos de recaptacao
da serotonina, apesar de nao terem apresentado toxicidade também nao
aumentaram a sobrevivéncia das larvas infectadas com C. neoformans, tanto nos
ensaios com os farmacos isolados quanto em combinagdes sinérgicas com a
anfotericina B (Pereira et al., 2021).

Os autores justificaram seus resultados descrevendo que a caracteristica desses
farmacos, de serem altamente lipossoluveis, faz com que esses compostos fiquem
armazenados no tecido adiposo das larvas de Galleria mellonella e sejam liberados
lentamente na hemolinfa, isso interfere no tempo de absor¢cédo da droga e sua
concentracao e distribuicdo no invertebrado, consequentemente prejudica a agao do

farmaco para eliminagao das leveduras (Pereira et al., 2021).
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O cloridrato de duloxetina, possui mecanismo de acdo semelhante, € um
farmaco da classe dos inibidores seletivos de recaptacdo da serotonina e
noradrenalina, uma droga lipossoluvel.

Nos ensaios realizados nesse estudo, os resultados encontrados demonstraram
que, em baixas concentragdes 3,125 mg/larva (1 x CIM), apesar de nao
apresentarem significAncia estatistica, foi observado aumento da sobrevivéncia das
larvas e em concentragdes maiores, os resultados demonstraram toxicidade na dose
de 5 x CIM (15,625 mg/larva) com a ocorréncia da morte de larvas em tempo inferior
quando comparado ao grupo inoculado com C. neoformans que nao recebeu
tratamento.

Nos estudos realizados por Menezes et al. (2022), o tratamento com cloridrato
de duloxetina isolado e em combinag¢des sinérgicas, também ndo aumentou a
sobrevida das larvas infectadas com C. neoformans (Menezes et al., 2022).

Assim, o presente estudo investigou a efetividade antifungica do cloridrato de
duloxetina. Os ensaios validaram a hipétese de que o cloridrato de duloxetina
apresenta acao antifungica e antibiofiime in vitro frente a cepas clinicas e cepas

padrées de C. neoformans e C. gattii.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos nesse estudo € possivel concluir:

a)

b)

d)

cloridrato de duloxetina foi ativo frente a todas as cepas utilizadas, os cinco
isolados clinicos de C. neoformans (cepas 1, 2, 3, 4, 6), o isolado clinico de C.
gattii (cepa 5), as cepas C. neoformans ATCC 208821 e C. gattii ATCC
56990, apresentando valor da CIM e CFM nas faixas de 15,62 — 62,5 ug/mL;

cloridrato de duloxetina nédo promoveu redugdo na quantidade de ergosterol

presente na membrana de C. gattii ATCC e C. neoformans ATCC,;

o efeito sinérgico do cloridrato de duloxetina com a anfotericina B, apresentou
01 combinacgéao sinérgica, reduzindo o valor da CIM em 4 vezes tanto para
cloridrato de duloxetina quanto para anfotericina B. Para C. gattii o resultado

das combinacdes foi indiferente.

cloridrato de duloxetina apresentou redugao significativa da biomassa (acima
de 80%) e da atividade metabdlica (acima de 99%) de C. gatti e C.

neoformans em relagéo ao controle sem tratamento (p<0,05);

em relagcdo ao modelo in vivo, Galleria mellonella, foi observado que o
tratamento com o cloridrato de duloxetina na dose de 1 x CIM (3,125
mg/larva) aumentou o tempo de sobrevivéncia das larvas infectadas em 02

dias quando comparado ao grupo controle sem tratamento.
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