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RESUMO

As culturas tridimensionais (3D) sdo um tipo de cultivo celular que t€ém o proposito de
simular mais fidedignamente o tecido in vivo. As doengas fungicas afetam mais de 1 bilhdo de
pessoas em todo o mundo. A crescente evolugdo da resisténcia microbiana e os efeitos adversos dos
antifingicos atuais auxiliam no surgimento de novos medicamentos. Esse estudo teve o objetivo de
estabelecer esferoides de células pulmonares para avaliar a toxicidade de derivados de nitrofuranos
e inddlicos e explorar a interacdo H. capsulatum-hospedeiro. Além disso, objetivou-se estudar a
toxicidade desses compostos in vivo utilizando animais alternativos, bem como averiguar o(s) seu(s)
possivel(is) mecanismo(s) de agdo. Esferoides das linhagens pulmonares A549 ¢ MRC-5 foram
caracterizados pelo método de azul de Trypan, resazurina e iodeto de propideo. O tamanho, a forma
e densidade celular foram avaliados por microscopia eletronica de varredura (MEV) e confocal.
Testes de sensibilidade foram conduzidos de acordo com o documento M27-A3, proposto pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), com pequenas modificacdes nos ensaios com
H. capsulatum. A citotoxicidade foi avaliada em esferoides e em monocamada, por meio da adi¢ao
de resazurina. A toxicidade in vivo foi avaliada no modelo de Caenorhabditis elegans, Galleria
mellonella e Zebrafish. Foi verificada a¢do antibiofilme dos compostos mais potentes para H.
capsulatum, pelo método de reducao do sal tetrazdlico (XTT). Os danos nos biofilmes maduros,
foram visualizados por MEV e confocal. O mecanismo de ac¢do foi averiguado pela quantificacao
do ergosterol da membrana, verificagdo de danos de parede com Calcofluor White, producao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) utilizando 2,7-dichlorodihydrofluoresceina, morte celular pelo
ensaio de iodeto de propideo (IP)/Anexina e técnica de PCR em tempo real. As interagdes entre
células planctonicas e de biofilme maduro de H. capsulatum foram realizadas nos esferoides e
comparadas as infec¢des nas mesmas condicdes em monocamadas, por PCR em tempo real. Os
esferoides apresentaram diametros entre 370-600 pm e viabilidade maior que 80% apds 10 dias de
formacdo. A MEV e confocal mostraram uma arquitetura esferoidal integra e constituida por células
interconectadas entre si. Dos compostos testados contra H. capsulatum, 18 foram mais eficazes com
valores de CIMyo de 0,122 a 61,25 pg/mL. No geral, os compostos testados foram menos toxicos
nos esferoides comparativamente a monocamada. Dentre os compostos testados o L7CF 166
(derivado de nitrofurano), o L7CF 197 (derivado inddlico) e L7CF 219 (derivado
nitrofurano/inddlico) foram os mais especificos para o H. capsulatum. Nos modelos alternativos C.
elegans, G. mellonella e zebrafish a toxicidade dos compostos foi baixa, mesmo em concentragdes
elevadas. Os compostos inibiram o biofilme inicial e maduro na concentragdo igual ou duas vezes a
requerida para as células planctonicas. As micrografias mostraram uma redugdo na atividade
metabolica, na espessura € na matriz extracelular dos biofilmes. Os trés compostos reduziram a
quantidade do ergosterol presente na membrana fingica. Dois compostos L7CF 166 e L7CF 219
foram capazes de causar deformagdes na parede celular. Ja os L7CF 197 e L7CF 219 foram capazes
de induzir EROs nas células. Além disso, os trés compostos provocaram morte celular por via
necrotica. Os esferoides infectados com a forma planctonica obtiveram uma modulagdo negativa
para o gene CBP1. J4 os esferoides infectados com biofilme, apresentaram modulagdo positiva para
o gene CBP1 e a GAPDH e, modulacdo negativa para gene DDRS8. Adicionalmente, foram testados
a série de derivados de nitrofuranos contra diferentes espécies de fungos. A citotoxicidade foi
avaliada utilizando os cultivos em monocamada e esferoides de A549 e MRC-5 e toxicidade in vivo
no modelo alternativo de C.elegans. A maioria dos compostos apresentou baixa atividade inibitdria.



Os valores mais potentes de CIMoo foram de 0,48 pug/mL contra Paracoccidioides brasiliensis
(L7CF 182), 0,98 ng/mL contra Trichophyton rubrum e T. mentagrophytes (L7CF 193) e 3,9
ug/mL contra cepas de Candida e Cryptococcus neoformans (L7CF 113 e L7CF 181,
respectivamente). Além disso, todos os compostos apresentaram baixa toxicidade quando testados
in vitro e in vivo. Baseado nesses resultados, os esferoides mostram-se viaveis para o estudo de
toxicidade de farmacos e para experimentos de infecdo. No geral, os resultados sugerem que
derivados de nitrofuranos e indolicos sdo compostos promissores para o tratamento de infecgdes
fingicas.

Palavras-chave: Histoplasma capsulatum; modelos tridimensionais, mecanismo de agao;
atividade antifungica; biofilmes; citotoxicidade; nitrofuranos; inddlicos; Trichophyton
rubrum;  Trichophyton mentagrophytes; Candida sp., Cryptococcus neoformans;
Paracoccidioides brasiliensis,; animais alternativos.



ABSTRACT

Three-dimensional (3D) cultures are a type of cell culture that are intended to simulate
tissue in vivo more faithfully. Fungal diseases affect more than 1 billion people worldwide.
The increasing evolution of microbial resistance and the adverse effects of current antifungal
drugs assist in the emergence of new drugs. This study aims to establish lung cell spheroids to
evaluate the toxicity of nitrofuran and indole derivatives and explore the H. capsulatum-host
interaction. Furthermore, we aim to study the toxicity of these compounds in vivo using
alternative animals, as well as to investigate their possible mechanism(s) of action. Spheroids
from the A549 and MRC-5 lung lines were characterized by Trypan blue, resazurin and
propidium iodide methods. Cell size, shape and density were evaluated by scanning electron
microscopy (SEM) and confocal microscopy. Sensitivity tests were conducted according to
document M27-A3, proposed by the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), with
minor modifications in the assays with H. capsulatum. Cytotoxicity was assessed in spheroids
and in monolayer by addition of resazurin. In vivo toxicity was evaluated in the
Caenorhabditis elegans, Galleria mellonella and Zebrafish model. Antibiofilm action of the
most potent compounds was verified for H. capsulatum by the tetrazolium salt reduction
(XTT) method. The damage in the mature biofilms was visualized by SEM and confocal. The
mechanism of action was ascertained by quantification of membrane ergosterol, verification
of wall damage with Calcofluor White, production of reactive oxygen species (ROS) using
2,7-dichlorodihydrofluorescein, cell death by propidium iodide (PI)/Anexin assay and real-
time PCR technique. Interactions between planktonic and mature biofilm cells of H.
capsulatum were performed on the spheroids and compared to infections under the same
conditions in monolayers by real-time PCR. The spheroids showed diameters between 370-
600 pm and viability higher than 80% after 10 days of formation. SEM and confocal showed
an intact spheroidal architecture consisting of cells interconnected with each other. Of the
compounds tested against H. capsulatum, 18 were most effective with MICoo values from
0.122 to 61.25 pg/mL. Overall, the compounds tested were less toxic on spheroids compared
to the monolayer. Among the compounds tested L7CF 166 (nitrofuran derivative), L7CF 197
(indole derivative) and L7CF 219 (nitrofuran/indole derivative) were the most specific for H.
capsulatum. In the alternative models C. elegans, G. mellonella and zebrafish the toxicity of
the compounds was low, even at high concentrations. The compounds inhibited the initial and
mature biofilm at concentration equal to or twice that required for planktonic cells.
Micrographs showed a reduction in metabolic activity, thickness, and extracellular matrix of
the biofilms. All three compounds reduced the amount of ergosterol present in the fungal
membrane. Two compounds L7CF 166 and L7CF 219 were able to cause deformations in the
cell wall. L7CF 197 and L7CF 219, on the other hand, were able to induce ROS in the cells.
In addition, all three compounds caused cell death via necrotic pathway. The spheroids
infected with the planktonic form obtained a negative modulation for the CBP1 gene. The
spheroids infected with biofilm showed positive modulation for CBP1 gene and GAPDH, and
negative modulation for DDR8 gene. Additionally, the series of nitrofuran derivatives were
tested against different fungal species. Cytotoxicity was evaluated using monolayer and
spheroid cultures of A549 and MRC-5 and in vivo toxicity in the alternative C.elegans model.
Most of the compounds showed low inhibitory activity. The most potent MICo values were



0.48 pg/mL against Paracoccidioides brasiliensis (L7CF 182), 0.98 pg/mL against
Trichophyton rubrum and T. mentagrophytes (L7CF 193) and 3.9 pg/mL against Candida and
Cryptococcus neoformans strains (L7CF 113 and L7CF 181, respectively). Furthermore, all
compounds showed low toxicity when tested in vitro and in vivo. Based on these results, the
spheroids show to be viable for drug toxicity study and for infection experiments. Overall, the
results suggest that nitrofuran and indole derivatives are promising compounds for the
treatment of fungal infections.

Keywords: Histoplasma capsulatum; three-dimensional models, mechanism of action;
antifungal activity; biofilms; cytotoxicity; nitrofurans; indoles; Trichophyton rubrum;
Trichophyton mentagrophytes; Candida sp., Cryptococcus neoformans; Paracoccidioides
brasiliensis; alternative animals.
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1. INTRODUCAO

1.1. METODOS ALTERNATIVOS AO USO DE MAMIFEROS

A pesquisa cientifica necessita de inovacdo constante e, para que isso ocorra, ha
necessidade de novas metodologias que sejam capazes de correlacionar avango cientifico e ao
mesmo tempo propiciar o bem-estar animal. Os animais em pesquisa sdo preciosos para o
avango na compreensdo da biologia em diferentes ambitos, desde a elucidagdo do
comportamento, entendimento de doengas, disturbios, desenvolvimento de farmacos e outras
atividades. No entanto, muitos paises adotaram legislagdes para restringir o uso de animais
vertebrados em determinados setores, inclusive na area de experimenta¢do animal, tornando
cada vez mais rigorosa a utilizacdo de animais mamiferos. Neste quesito, o principio dos 3
R’s criado em 1959 por Russel e Burch, tem sido utilizado até os dias atuais em legislagdes e
guias de experimentacdo animal em muitos paises (ADLER; BASKETTER; CRETON;
PELKONEN et al., 2011; CLARK, 2017; ROBINSON; KRIEGER; KHAN; HUFFMAN et
al., 2019; TRAVERSA; JOACHIM, 2018).

Os 3 R’s tém origem na lingua inglesa e significam replacement (substitui¢do),
reduction (redugdo) e refinement (refinamento). O primeiro “R” diz respeito a substituicao
dos animais vertebrados por outros organismos invertebrados, embrides de vertebrados,
métodos in silico ou microrganismos. J& existem métodos que sdo capazes de substituir o uso
de animais em pesquisa, como abordagens de engenharia de tecidos, métodos computacionais,
cultura celular que permitem que células-tronco crescam, expandam e formem um tecido
tridimensional. H4 também as culturas tridimensionais in vitro de esferoides, os organoides e
os animais alternativos, como os vertebrados com um sistema neurofisiolégico com menor

sensibilidade (embrides de zebrafish) ou invertebrados como Galleria mellonella,
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Caenorhabditis elegans, entre outros (ARCK, 2019; CLARK, 2017; HUANG; LEE; HSU;
LIAO et al., 2021; SNEDDON; HALSEY; BURY, 2017).

O segundo “R” trata sobre a redu¢do no nimero de animais. Esta redugdo visa
minimizar o nimero de animais utilizados nos experimentos. No entanto, a mesma nao podera
comprometer a qualidade dos experimentos e, para isto, ¢ imprescindivel sempre utilizar
técnicas complementares, como as citadas acima: cultura celular, outros organismos, modelos
computacionais, etc. E por ultimo, o terceiro “R” diz respeito ao refinamento. Em um
determinado momento torna-se necessario o uso de algum tipo de espécie animal. Caso isto
venha ocorrer, ¢ fundamental que haja uma melhoria no tratamento do animal,
proporcionando o bem-estar dos mesmos, essencial para o funcionamento biologico saudavel
e um repertério comportamental normal. Portanto, refinar procedimentos para reduzir sua
invasdo ou o grau de estresse que causam e aperfeicoar a habitacdo e a criagdo de animais
deve ser o objetivo de qualquer cientista (ARCK, 2019; SNEDDON; HALSEY; BURY,

2017; TRAVERSA; JOACHIM, 2018).

1.1.1. Cultura Celular

Nas ultimas décadas, a cultura celular tornou-se umas das técnicas mais utilizadas em
substitui¢ao ou em complementariedade a utilizagdo de animais in vivo. A cultura de células
surgiu no século XX com Harrison e Carrel. Essa técnica se iniciou com o estudo do
comportamento das células animais fora do corpo em um ambiente controlado. Nos dias
atuais, a cultura de células se expandiu e tornou-se uma importante ferramenta para a
avaliacdo de doencas degenerativas, terapia celular, teste de toxicidade e eficacia de novas
moléculas, métodos de simulagdo de infeccdes, entres outras infinitas possibilidades
(ABBAS; MORADI; HU; REGUDO et al, 2021; GRASSER; BUBEL; SOSSONG;

OBERRINGER et al., 2018; MOLINARO ; CAPUTO ; AMENDOEIRA, 2012).
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A cultura de células em monocamada (2D) ¢ um dos modelos mais utilizados, devido
a sua facilidade na troca de meio de cultura, subcultura, analise e a facilidade de
padronizagdo. No entanto, nos tempos atuais percebeu-se que esse tipo de cultura celular tem
limitagdes, ja que elas crescem em uma garrafa plastica formando uma camada com
arquitetura simples, resultando em perda de funcdo fisiologica, devido a degeneragdo de
caracteristicas no seu desenvolvimento. Esse tipo de cultura in vitro, apesar de apresentar uma
certa similaridade com a realidade, ainda traz alguns problemas no desenvolvimento e
crescimento celular. Esse cultivo, ndo possui uma arquitetura tridimensional e
heterogeneidade de um tecido in vivo, além de uma adesdo celular reduzida (DESROCHERS;
PALMA; KAPLAN, 2014; FRIEDRICH; SEIDEL; EBNER; KUNZ-SCHUGHART, 2009;
GRASSER; BUBEL; SOSSONG; OBERRINGER et al., 2018; HABANJAR; DIAB-ASSAF;

CALDEFIE-CHEZET; DELORT, 2021).

1.1.1.1. Culturas tridimensionais
As culturas tridimensionais (3D), vém estabelecendo um papel importante em estudos
in vitro. E um modelo alternativo promissor para pesquisar possiveis medicamentos numa
maior distribui¢do e eficacia nos tecidos. O investimento nesses novos modelos pode gerar
uma reducdo nos custos em pesquisa, permitindo a identificagdo de novas moléculas, e
diminuindo consequentemente o tempo de seu desenvolvimento pela industria farmacéutica.
Evidéncias experimentais entre cultivos 3D e camundongos, mostram que alguns
medicamentos tém toxicidade similar nesses modelos, e que diferem do que ocorre em 2D
(BELFIORE; AGHAEI; LAW; DOBROWOLSKI et al., 2021; FRIEDRICH; SEIDEL;
EBNER; KUNZ-SCHUGHART, 2009; SILVA; S, 2014).
Uma das metodologias utilizadas para os cultivos tridimensionais ¢ a de scaffold free.

Trata-se de um cultivo de baixa adesdo, que utiliza gel de agarose para o cultivo das células.
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Trata-se de uma técnica de facil execucdo, simples, com menor investimento econdmico e
demanda de tempo e sem necessidade de aprovacdo de comité de ética (BELFIORE;
AGHAEI; LAW; DOBROWOLSKI et al., 2021; DOKE; DHAWALE, 2015; KUPPAST,
2012). Os esferoides sdo formados pela interagdo de células, que se unem formando uma
cultura 3D. Existem varias metodologias para sua formacgdo e eles sdo capazes de criar
interacdes célula-célula e célula-matriz semelhantes ao tecido (BELFIORE; AGHAEI; LAW;
DOBROWOLSKI et al., 2021; SALEH, 2017). Portanto, cultivar células em 3D. permite um
ambiente fisioldgico intenso de contato direto entre célula-célula, bem como o contato das
células com os componentes da matriz extracelular, que ¢ composta principalmente de
colageno I, coldgeno III e fibronectina. Além disso, existem diferengas nas respostas
celulares, na expressdo génica e comportamento celular, ao contrario do que se observa nos
modelos em monocamada (DOKE; DHAWALE, 2015; GRASSER; BUBEL; SOSSONG;
OBERRINGER et al., 2018; SALEH, 2017).

Os esferoides sdo essencialmente idénticos entre si, levando em consideracdo sua
estrutura, morfologia, microambiente e fisiologia celular, proporcionando modelos mais
confidveis para ensaios de avaliacdo de toxicidade e/ou eficidcia de compostos potenciais
candidatos a farmaco (GRASSER; BUBEL; SOSSONG; OBERRINGER et al., 2018).
Apesar de uma arquitetura simples, ¢ capaz de reproduzir o ambiente in vivo
(EDMONDSON; BROGLIE; ADCOCK; YANG, 2014; KIM, 2005). Além disso, pesquisas
recentes vém demonstrando a importancia desses cultivos celulares no estudo da interagao
patogeno-hospedeiro (HARB; FAKHREDDINE; ZARAKET; SALEH, 2021). A utilizacao
dos cultivos 3D tem auxiliado na verificacdo da progressao das doengas infecciosas e na
elucidacao de mecanismos de defesa e escape dos patdogenos, que muitas vezes nao eram

identificados utilizando os cultivos em monocamada (BARUA; HUANG; LI; YANG et al.,
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2021; HARB; FAKHREDDINE; ZARAKET; SALEH, 2021; HERRINGTON; POULSOM,;

KOEPPEN; COATES, 2021).

1.2.1. Animais alternativos aos mamiferos

Os animais sdo utilizados ha muitos anos para a compreensao da fisiologia, anatomia,
produgdo de vacinas, farmacos, compreensdo de doencas, entre outros, fornecendo dados
altamente relevantes para o progresso da ciéncia, aliviando assim o sofrimento humano
perante o surgimento de novos males. No entanto, os modelos mamiferos vém se tornando
cada vez mais restritos e incondizentes com as novas diretrizes cientificas (ADLER;
BASKETTER; CRETON; PELKONEN ef al, 2011; CLARK, 2017; ROBINSON;
KRIEGER; KHAN; HUFFMAN et al., 2019).

Nesse quesito, os animais alternativos apresentam algumas vantagens em relagdo aos
mamiferos, como o baixo custo, facil manutencdo a ndo necessidade de aprovagdo pelos
comités de ética para a sua utilizacdo (FREIRES; SARDI; DE CASTRO; ROSALEN, 2017).
Os testes in vivo tendem a fornecer multiplas avaliagdes no estudo de eficicia e seguranca
farmacoldgica. Além disso, a utilizagdo da combinagdo de modelos in vitro e in vivo fornecem
uma avaliagdo mais ampla dos compostos, analisando tanto seus efeitos em tecidos
especificos como seu efeito em um todo no animal (FREIRES; SARDI; DE CASTRO;
ROSALEN, 2017; SZABO; SVENSSON AKUSJARVI; SAXENA; LIU et al, 2017;
VENNIRO; CAPRIOLIL; SHAHAM, 2016).

Em relacdo aos animais alternativos, os modelos mais utilizados sdo os invertebrados
Artemia salina, Drosophila melanogaster, Galleira mellonella e Caenorhabditis elegans e
entre os vertebrados temos o Danio rerio (zebrafish) e Oryzias latipes (peixe medaka)
(FREIRES; SARDI; DE CASTRO; ROSALEN, 2017; SZABO; SVENSSON AKUSJARVI;

SAXENA; LIU et al., 2017; VENNIRO; CAPRIOLI; SHAHAM, 2016). Segundo o estudo
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conduzido por Freires e colaboradores (2017), dentre os animais alternativos, os mais citados
sdo a Drosophila melanogaster (40%), seguido do zebrafish (29,74%), C. elegans (26,53%),

G. mellonella (1,14%) e A. salina (0,70%).

1.2.1.1. Galleria mellonella

A G. mellonella ¢ um animal invertebrado, conhecido como larva da traga-da-cera
(KAVANAGH; REEVES, 2004). Possui um sistema imunolégico semelhante ao sistema
imune inato de mamiferos, apresentando resposta imune celular e humoral. A resposta imune
celular consiste em células fagociticas, os hemdcitos, que desempenham papel tanto na
encapsulacdo como na coagulagdo. Ja a resposta humoral envolve proteinas similares ao do
sistema complemento, melanina e peptideos antimicrobianos (TSAI; LOH; PROFT, 2016). A
sua utilizacdo em pesquisa, permite observar os efeitos toxicos de um novo composto. Além
disso, ajuda a reduzir o uso de mamiferos durante as avaliagdes pré-clinicas, bem como os
custos no desenvolvimento de medicamentos (DESBOIS; COOTE, 2012; PIATEK;

SHEEHAN; KAVANAGH, 2021; TSAIL; LOH; PROFT, 2016).

1.2.1.2. Caenorhabditis elegans

Os nematoides, como o C. elegans, sao um dos seres vivos mais abundantes no
planeta. Esse invertebrado tem vida livre, ¢ hermafrodita, com alta taxa de reproducao,
medindo cerca de Imm e se alimenta de bactérias ndo patogénicas, especialmente a
Escherichia coli (ADAMS; FODOR; KOPPENHOFER; STACKEBRANDT et al., 2006;
IRAZOQUI; URBACH; AUSUBEL, 2010). O seu genoma ¢ totalmente codificado, o que
facilita a utilizagdo em muitos estudos e inclusive modificagdes genéticas no animal
(IRAZOQUI; URBACH; AUSUBEL, 2010). Além disso, possuem uma alta homologia

genética € uma resposta imune inata similar & dos mamiferos, o que torna esse modelo um
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aliado no desenvolvimento de novos farmacos (BREGER; FUCHS; APERIS; MOY et al.,

2007; EWBANK; ZUGASTI, 2011).

1.2.1.3. Zebrafish

O Danio rerio é popularmente conhecido como zebrafish ou peixe paulistinha. E um
organismo vertebrado, pertencente a familia Cyprinidae e originario do continente asiatico
(MEYERS, 2018). Sobrevivem bem em temperatura ambiente (cerca de 28°C) e se alimentam
preferencialmente de insetos, zooplanctons ou ragdo (MEYERS, 2018; SUNDIN; MORGAN;
FINN@QEN; DEY et al., 2019). Sao de facil reproducdo e em cativeiro seu ciclo reprodutivo
pode ser o ano todo, desde que, tenham uma luminosidade adequada, ja que tendem a iniciar
sua reprodugdo no periodo da manha. Apos a fertilizacdo os embrides eclodem e o fim do
periodo embrionario ocorre dentro de 72 horas (KIMMEL; BALLARD; KIMMEL;
ULLMANN et al., 1995; STREISINGER; WALKER; DOWER; KNAUBER et al., 1981;
SURIYAMPOLA; SHELTON; SHUKLA; ROY et al., 2016). Possuem vida média de 3 a 5
anos, no entanto, a partir do segundo ano, ja sdo considerados velhos. Seu genoma ja foi
totalmente codificado, e os resultados mostram que esses pequenos animais possuem 71% de
genes semelhantes aos dos humanos. Os seus embrides sdo muito utilizados em testes de
teratogenicidade, apresentando baixo custo, facil reproducdo, boa correlagdo dos testes com
mamiferos, além disso, eles possuem figado, rins e barreiras hematoencefalicas funcionais

(MACRAE; PETERSON, 2015; MEYERS, 2018).

1.2. HISTOPLASMOSE E EPIDEMIOLOGIA
As doengas fungicas acometem mais de 1 bilhdo de pessoas no mundo todo e t€ém
sintomatologia diversificada, podendo variar quanto a sua gravidade, de simples até doenga

grave ¢ levar os individuos acometidos a morte. A taxa de mortalidade ¢ altamente relevante,
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j& que representa mais de 1,6 milhdes de obitos, se assemelhando a taxa de mortalidade da
tuberculose e sendo trés vezes mais elevada que a registrada por malaria, € mesmo assim a
maioria das doencas fungicas ainda s3o negligenciadas. As crescentes mudancas
socioeconomicas, somadas ao aumento do numero de pessoas que apresentam
comprometimento do sistema imune ocasionado por exemplo, por pandemias de HIV/SIDA e,
mais recentemente, pelo virus Sars-Cov2, além de doengas pulmonares cronicas, canceres e
transplantes de 6rgdos sdo os responsaveis pelo aumento dessa taxa de mortalidade, que afeta
tanto os paises em desenvolvimento quanto os desenvolvidos (BASSO; POESTER;
BENELLI; STEVENS et al., 2021; BONGOMIN; GAGO; OLADELE; DENNING, 2017;
LASS-FLORL; SAMARDZIC; KNOLL, 2021; LIMPER; ADENIS; LE; HARRISON, 2017;
MESSINA; MARIN; CACERES; ROMERO et al., 2020).

Dados divulgados pela World Health Organization (WHO) em outubro de 2022,
alertaram que as doencas fingicas representam uma ameaca global emergente e pouco
conhecida, que estd se agravando devido ao rapido surgimento de resisténcia antifingica e,
em muitos cenarios, acesso limitado a diagnésticos de qualidade e tratamento. Foram
realizadas classificagdes em critico, alto e média prioridade. O grupo critico inclui
Cryptococcus neoformans, Candida auris, Aspergillus fumigatus e Candida albicans. O
grupo alta prioridade inclui Candida glabrata, Histoplasma spp., Mucorales, Fusarium spp.,
Candida tropicalis e Candida parapsilosis. Os patogenos do grupo de média prioridade sao
Scedosporium  spp., Lomentospora prolificans, Coccidioides spp., Candida krusei,
Cryptococcus gattii, Talaromyces marneffei, Pneumocystis jirovecii € Paracoccidioides spp.
(WHO, 2022)

A micose sistémica denominada histoplasmose ¢ causada pelo fungo dimorfico

Histoplasma capsulatum. Esta doenca foi descrita pela primeira vez no inicio do século XX



32

por Samuel Darling, no Panamd, mas, somente em 1934, o microrganismo foi identificado
como dimoérfico (AIDE, 2009; FERREIRA; BORGES, 2009).

A histoplasmose ¢ considerada uma micose de distribuicdo mundial, j& descrita em
todos os continentes, com excecdo da Antartica (WHEAT; AZAR; BAHR; SPEC et al.,
2016). As regides mais afetadas incluem América do Norte (principalmente as regides que
circundam os rios Ohio e Mississipi) ¢ América do Sul. No Brasil sua distribui¢do ¢ por todas
as regides, afetando principalmente o Sudeste, regido com o maior numero de casos. Ha
relatos em outras partes do mundo como sul e leste europeu, Africa, Asia e Australia (AIDE,
2009; SALZER; BURCHARD; CORNELY; LANGE et al., 2018).

Segundo dados publicados por Bongomin e colaboradores (2017), H. capsulatum ¢ um
dos principais patogenos fungicos causadores de doenga fiingica grave. A incidéncia anual de
histoplasmose fica em torno de 500 mil casos e, em alguns surtos, 50% das infec¢des resultam
em doenca clinica (ASHRAF; KUBAT; POPLIN; ADENIS et al., 2020; BONGOMIN;
KWIZERA; DENNING, 2019; GOUGHENOUR; RAPPLEYE, 2017). A incidéncia da
histoplasmose em pacientes com HIV/SIDA nas areas endémicas varia de 2-25%, 50-75%
destes, representam a primeira infec¢do, tendo uma taxa de 6bito de aproximadamente 60%
(ADENIS; NACHER; HANF; VANTILCKE et al., 2014; BONGOMIN; GAGO; OLADELE;

DENNING, 2017; LIMPER; ADENIS; LE; HARRISON, 2017).

1.3. Histoplasma capsulatum

Até recentemente, a taxonomia do género Histoplasma era dividida em trés grupos,
baseados na distribuicdo geografica e manifestagdes clinicas. Histoplasma capsulatum var.
capsulatum ¢ a variedade mais comum no mundo e € considerado o principal agente causador
de histoplasmose em humanos; Histoplasma capsulatum var. duboisii é encontrado na Africa

e Histoplasma capsulatum var. farciminosum acomete equinos (KASUGA; WHITE;
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KOENIG; MCEWEN et al., 2003; MITTAL; PONCE; GENDLINA; NOSANCHUK, 2019).
No entanto, na classificagdo filogenética realizada por Kasuga e colaboradores (2003), foram
identificados oito clados geneticamente diferentes: América do Norte 1 (NAm 1) e 2 (NAm
2), Grupo Latino-Americano A (LAm A) e B (LAm B), Austrélia, Paises baixos, Eurasia e
Africa. Ja Teixeira e colaboradores (2016) propuseram novos clados filogenéticos, sendo RJ,
LAm Al, LAm A2, LAm B e BACI. Septlveda e colaboradores (2017), estudaram cinco
clusters, incluindo o do Panamé linhagem H-81, Nam1, Nam 2, LAm A e Africana. Com isto,
0s autores sugeriram um novo renome: H. capsulatum sensu stricto Darling 1906 (Panama),
H. mississippiense sp. nov. (NAm); H. ohiense sp. nov. (NAm 2), H. suramericanum sp. nov.
(LAm A) e africana. Sabe-se ainda que algumas espécies deste fungo permanecem
desconhecidas e novas classificagcdes podem ainda surgir (KASUGA; WHITE; KOENIG;
MCEWEN et al, 2003; MITTAL; PONCE; GENDLINA; NOSANCHUK, 2019;
RODRIGUES; BEALE; HAGEN; FISHER et al., 2020; SEPULVEDA; MARQUEZ;
TURISSINI; GOLDMAN et al, 2017, VITE-GARIN; ESTRADA-BARCENAS;
GERNANDT; REYES-MONTES et al., 2021).

Por se tratar de um fungo dimorfico, H. capsulatum apresenta dois fenotipos
diferentes, dependendo da temperatura em que se encontra: micélio e de levedura. Na
temperatura ambiente, em torno de 25 a 30°C, o micélio forma uma coldnia branca aérea, com
hifas septadas, finas e hialinas, que contém microconideos que apresentam parede fina e lisa
(2-6 um) e macroconideos tuberculados, cobertos por projecoes espiculadas, podendo chegar
até 25 um. Ja a 37°C, as leveduras sdo pequenas (3 a 5 um de didmetro), ovaladas, podem
apresentar gemulagdo Unica e as colonias tém aspecto umido, lisas e de coloragdo branco-
amarelado (FERREIRA; BORGES, 2009; KASUGA; WHITE; KOENIG; MCEWEN et al.,

2003; MITTAL; PONCE; GENDLINA; NOSANCHUK, 2019).
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1.4. PATOGENIA E FATORES DE VIRULENCIA

O crescimento e o desenvolvimento do fungo H. capsulatum estd associado a solos
ricos em matéria organica e nitrogénio como os que contém excrementos de aves € morcegos.
O homem se infecta pela inala¢do dos conidios ou fragmentos de hifas presentes na natureza
(FERREIRA; BORGES, 2009; GOUGHENOUR; RAPPLEYE, 2017).

O tamanho pequeno desses propagulos facilita aerossolizagdo apds perturbagdes
ambientais, como a ac¢do provocada pelo vento, limpeza do ambiente, demoli¢des, entre
outros. Com isto, hd a deposi¢ao destes pequenos fragmentos nos alvéolos pulmonares. Esses
fatores fazem com que certas atividades ocupacionais contribuam como fator de risco
primario para a infec¢do (GOUGHENOUR; RAPPLEYE, 2017; LIMPER; ADENIS; LE;
HARRISON, 2017).

Apoés a inalagdo, dentro dos pulmdes, o fungo, por ser um corpo estranho ¢
reconhecido pelas células fagociticas e ¢ fagocitado pelos macrofagos alveolares. Os conidios
transitam para a fase patogénica, ou seja, hd a conversao da forma micelial para a forma
leveduriforme, devido a temperatura corporal. Dependendo do estado imunologico do
individuo, o microrganismo pode permanecer latente ou se multiplicar no interior destas
células. Dai se estabelece a infe¢do pulmonar primaria, que pode se disseminar por via
linfatica e sanguinea, podendo causar inflamagao em outros 6rgaos como baco e medula dssea
(acometendo preferencialmente o sistema fagocitico mononuclear), provocando assim a
histoplasmose disseminada (FERREIRA; BORGES, 2009; KAUFFMAN, 2007). As
leveduras sdo capazes de sobreviver as defesas imunoldgicas inatas, podendo permanecer
inativas por anos ¢ reativados em decorréncia de uma imunossupressaio (FERREIRA;
BORGES, 2009; GOUGHENOUR; RAPPLEYE, 2017; LIMPER; ADENIS; LE;

HARRISON, 2017).
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O sistema imune produz uma resposta pro-inflamatéria (Thl / Th17) que se torna
necessaria para controlar o crescimento do fungo. Portanto, pessoas infectadas com virus HIV
correm maior risco de desenvolverem a histoplasmose disseminada, ja que elas tém sua
resposta imunoldgica reduzida. Caso essa doenga ndo seja tratada a tempo, pode ser letal
(ARAUZ; PAPINENI, 2021; KAUFFMAN, 2007; LIMPER; ADENIS; LE; HARRISON,
2017). Outros fatores relacionados ao hospedeiro, como baixa contagem de CD4 e CDS,
utilizagdo de alguns medicamentos (corticosteroides, quimioterapicos), individuos
transplantados, favorecem o aparecimento da doenca (FERREIRA; BORGES, 2009;
GOUGHENOUR; RAPPLEYE, 2017; LIMPER; ADENIS; LE; HARRISON, 2017).

As manifestagdes clinicas dependem do estado imunoldgico do hospedeiro e da dose
infecciosa. A doenca ¢ geralmente assintomdtica ou se manifesta como uma doenga
respiratoria aguda que ¢ autolimitada em pessoas imunocompetentes, mas pode resultar em
doenca grave com comprometimento pulmonar progressivo ou infec¢do disseminada em
imunocomprometidos (SALZER; BURCHARD; CORNELY; LANGE et al, 2018). Na
maioria dos casos, ha a presenga sintomas pulmonares, como tosse e¢ dor toracica, além de,
febre, calafrios, cefaleia, mialgia e anorexia (FERREIRA; BORGES, 2009).

Além do estado imunoldgico do hospedeiro, os fatores de viruléncia relacionados ao
fungo também podem contribuir para uma maior invasao, proliferacdo e sobrevivéncia desse
patogeno. Um dos mecanismos para se evitar a invasao de H. capsulatum ¢ a producao de
espécies reativas de oxigénio pelas células fagociticas. Em contrapartida, o fungo pode driblar
as defesas do hospedeiro e produzir algumas particulas como superoxido dismutase
extracelular (Sod3) que neutralizam e protegem o fungo desse ataque (HOLBROOK;
SMOLNYCKI; YOUSEFF; RAPPLEYE, 2013; JOHNSON; KLOTZ; YORK; KRUFT et al.,
2002; YOUSEFF; HOLBROOK; SMOLNYCKI; RAPPLEYE, 2012). Além disso, as

catalases como a CatB e a CatP sdo importantes para esse processo (HOLBROOK;
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SMOLNYCKI; YOUSEFF; RAPPLEYE, 2013). A CatB, também conhecida como antigeno
M, ¢ uma glicoproteina com massa molecular de aproximadamente 90 kDa. Essa
glicoproteina contém epitopos proteicos especificos da espécie e epitopos glicosidicos, que
facilitam a identificacdo da espécie e a reagdo com anticorpos humanos (GUIMARAES;
HAMILTON; DE; NOSANCHUK et al, 2008; HAMILTON; BARTHOLOMEW;
FIGUEROA; FENELON et al, 1990; HOLBROOK; SMOLNYCKI; YOUSEFF;
RAPPLEYE, 2013; JOHNSON; KLOTZ; YORK; KRUFT et al, 2002; ZANCOPE-
OLIVEIRA; REISS E FAU - LOTT; LOTT TJ FAU - MAYER; MAYER LW FAU - DEEPE
et al., 1999). A CatP tem aproximadamente 57 kDa de massa molecular, sendo descrita como
uma catalase peroxissomal monofuncional, similar a catalase P ja descrita para
Paracoccidioides brasiliensis (GUIMARAES; HAMILTON; DE; NOSANCHUK et al.,
2008; HOLBROOK; SMOLNYCKI; YOUSEFF; RAPPLEYE, 2013). Alguns estudos ja
descreveram que ambas as catalases atuam como importante fator de viruléncia para o fungo
(ALBUQUERQUE; NAKAYASU; RODRIGUES; FRASES et al, 2008; JOHNSON;
KLOTZ; YORK; KRUFT et al., 2002).

Outro fator de viruléncia importante ¢ a proteina ligante de calcio 1, denominada CBP
1. Ela possui uma massa molecular de 7,8 kDa e ¢ uma das mais abundantes na fase
leveduriforme (AZIMOVA; HERRERA; DUVENAGE; VOORHIES et al, 2021;
BATANGHARI; GOLDMAN, 1997). Essa proteina permite o desenvolvimento do fungo na
célula hospedeira. Estudos demonstraram que em sua auséncia, embora o fungo consiga
infectar macrofagos, ndo € capaz de lisar as células em experimentos in vitro e in vivo
(AZIMOVA; HERRERA; DUVENAGE; VOORHIES et al, 2021; ENGLISH; VAN
PROOYEN; ORD; SIL, 2017; ISAAC; BERKES; ENGLISH; HOCKING MURRAY et al.,
2015; SEBGHATI, TRICIA SCHURTZ; ENGLE, JACQUELYN; GOLDMAN, WILLIAM

E., 2000).
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O gene DDRA48 ja foi descrito como um importante mecanismo de sobrevivéncia do
fungo na patogénese, sendo capaz de combater os efeitos do 6xido nitrico e reparar o DNA
(MOSTAFA; AWAD, 2014; TREGER; MCENTEE, 1990). Além disso, estudos com
espécies de Candida demonstraram que esse gene atuou na resposta a drogas antiflingicas
(BLANCETT; RUNGE; REYES; KENNEDY et al., 2020; SHENG; SCHUSTER, 1993). Isso
foi observado no estudo conduzido por Blancett e colaboradores (2020), os autores utilizaram
de cepas mutantes de H. capsulatum e descobriram que o gene também foi importante na
resposta antifungica, além de, ajudar na sobrevivéncia do fungo na patogénese.

Durante a fase de transicdo morfoldgica, alguns genes sdo de suma importancia para
que isso ocorra. Com o aumento da temperatura hé a producao de proteinas de choque térmico
(Heat-shock proteins - Hsps) (BURNIE; CARTER; HODGETTS; MATTHEWS, 2006). As
Hsps sdo chaperonas responsaveis por responder a varios estimulos como mudanca de pH,
estresse oxidativo e ao aumento da temperatura (ALMEIDA; BAEZA; ALMEIDA-PAES;
BAILAO et al., 2021; BURNIE; CARTER; HODGETTS; MATTHEWS, 2006). A principal
Hsp descrita para H. capsulatum ¢ a Hsp60, considerada uma molécula de massa molecular de
60 kDa. Algumas fun¢des dessa proteina ja foram descritas para o fungo, como atuar como
mediador da ligacdo do fungo a células hospedeiras (macrofagos), interagir com outras
proteinas, no dimorfismo, estresse térmico e patogénese (CLEARE; ZAMITH-MIRANDA;
NOSANCHUK, 2017; GOMEZ; GOMEZ; DEEPE, 1991; GUIMARAES; DE CERQUEIRA;
NOSANCHUK, 2011; GUIMARAES; FRASES; GOMEZ; ZANCOPE-OLIVEIRA et al.,
2009; GUIMARAES; NAKAYASU; SOBREIRA; CORDERO et al., 2011; HABICH;
KEMPE; GOMEZ; LILLICRAP et al., 2006).

Na sua fase leveduriforme, o H. capsulatum necessita de alguns genes para que haja a
sua manutenc¢do. Dentre esses temos a YPS3, presente na superficie da parede do fungo, com

massa molecular de 20 kDa. Essa proteina se liga a quitina na parede celular. Estudos



38

anteriores demonstraram que o seu silenciamento resultou em uma menor viruléncia,
reduzindo a colonizacdo fungica (BOHSE; WOODS, 2005; 2007a; b; KEATH; PAINTER;
KOBAYASHI; MEDOFF, 1989; WEAVER; SHEEHAN; KEATH, 1996).

A proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) ¢ descrita como uma
proteina da via glicolitica e detectada na superficie celular de fungos (MUNIZ, 2009). Um
estudo conduzido por Pitangui (2017), indicou por meio de analise transcriptomica que o gene
que codifica essa proteina foi significantemente modulado positivamente nos biofilmes
comparativamente a forma planctonica. Fregonezi (2020), demonstraram que supostamente a
GAPDH tem carater de adesina em biofilmes de Histoplasma, uma vez que o seu bloqueio,

ocasionou uma redu¢do na formagao dos biofilmes e diminui¢cdo em sua robustez.

1.5. BIOFILMES

Os biofilmes sdo comunidades de microrganismos que se desenvolvem em superficies
vivas ou inertes e sdo rodeados por uma matriz extracelular contendo polissacarideos e outros
elementos. A formacdo dos biofilmes representa a principal forma de crescimento e
desenvolvimento microbiano, além de permitir que sobrevivam em ambientes hostis
(BONHOMME; D’ENFERT, 2013; MITCHELL; ZARNOWSKI; SANCHEZ; EDWARD et
al., 2015; STOODLEY; SAUER; DAVIES; COSTERTON, 2002). Além disto, estas
comunidades sésseis se diferem das células livres (planctonicas) com relagdo ao crescimento,
transcrigdo de genes e tradu¢do de proteinas (MITCHELL; ZARNOWSKI; SANCHEZ;
EDWARD et al., 2015).

O desenvolvimento dos biofilmes fingicos pode ser dividido em vérios estagios. O
modelo classico ¢ representado pelas etapas: adsorcdo, adesdo das células, proliferacao

celular, maturagdo e dispersdo (Figura 1) (LOHSE; GULATI; JOHNSON; NOBILE, 2018).
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Figura 1 - Etapas do desenvolvimento do biofilme de C. albicans que inclui cinco estagios:
(D) adsorgdo, (II) adesdo, (III) formacdo de microcolonias, (IV) biofilme maduro e (V)

dispersao (COSTA-ORLANDI; SARDI; PITANGUI; DE OLIVEIRA et al., 2017).

Grande parte dos microrganismos sdao capazes de formar biofilmes, sejam eles
procariotos ou eucariotos. Pitangui e colaboradores (2012), descreveram a habilidade de
formacao de biofilme in vitro por H. capsulatum.

Uma das principais problematicas relacionadas ao combate dos biofilmes infecciosos ¢
a formagdo da matriz extracelular polimérica, que funciona como barreira fisica, prejudicando
a penetragdo de antimicrobianos e protegendo as cé€lulas internas no biofilme. Ha relatos de
biofilmes fungicos que sdao 1000 vezes mais resistentes aos antifungicos que as células
planctonicas. Além disso, os biofilmes estdo associados a uma maior resisténcia aos
mecanismos imunologicos do hospedeiro, contribuindo para a manutengdo da doenga e/ou
infeccdo por longos periodos (COSTA-ORLANDI; SARDI; PITANGUI; DE OLIVEIRA et
al., 2017, MARTINEZ; CASADEVALL, 2006; PITANGUI; SARDI; SILVA; BENADUCCI
etal.,2012; WU; WANG; LIU; DONG et al., 2017).

Os biofilmes sdo também capazes de colonizar biomateriais utilizados clinicamente
como cateteres, proteses, entre outros, causando grande impacto na saide publica. Portanto, ¢
emergente o estudo aprofundado deste modo de crescimento e sua sensibilidade

antimicrobiana, ja que a incidéncia de infecgdes flngicas invasivas tem aumentado
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drasticamente, principalmente em hospedeiros imunocomprometidos (WU; WANG; LIU;

DONG et al., 2017).

1.6. TERAPEUTICA E SUAS PROBLEMATICAS

A terapéutica da histoplasmose varia de acordo com o quadro clinico e o estado
imunoldgico do paciente (FERREIRA; BORGES, 2009). A Sociedade Americana de Doenga
Infecciosas (IDSA) e o Ministério da Satde, classificam a histoplasmose de doenca leve,
moderada a grave (AZAR; HAGE, 2017; BRASIL, 2017; FERREIRA; BORGES, 2009;
WHEAT; FREIFELD; KLEIMAN; BADDLEY et al., 2007). Os antifungicos atuais usados
clinicamente para histoplasmose pertencem as classes dos polienos e azois, destacando-se a
anfotericina B, cetoconazol, itraconazol e fluconazol (FERREIRA; BORGES, 2009).
Entretanto, os mais convencionalmente utilizados sao a anfotericina B ¢ o itraconazol (AZAR;
HAGE, 2017). A anfotericina B continua sendo o farmaco mais eficaz e o recomendado para
a histoplasmose disseminada grave. O itraconazol ¢ indicado como tratamento de manutengao
apos o tratamento de ataque com a anfotericina B, nos casos menos graves ou na profilaxia, o
fluconazol pode ser recomendado (WHEAT; CONNOLLY; SMEDEMA; DURKIN et al.,
2006; WHEAT; FREIFELD; KLEIMAN; BADDLEY et al., 2007).

Pelo fato do H. capsulatum ser preferencialmente intracelular, cria-se uma barreira
adicional a penetragdao dos farmacos antifungicos. Por outro lado, a administragdo por longos
periodos de medicamentos sistémicos, eleva significativamente o potencial para problemas
com toxicidade no hospedeiro, sem contar que a maioria dos pacientes apresenta um estado de
saude debilitado (GOUGHENOUR; RAPPLEYE, 2017; HAGE; CONNOLLY; HORAN;
DURKIN et al., 2011).

Os azo6is sao moléculas organicas ciclicas que podem ser divididas em dois grupos:

imidazoéis e triazdis. Os imidazdis sdao representados pelo clotrimazol, miconazol e
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cetoconazol, foram os primeiros azoéis desenvolvidos, no entanto, apresentavam alta
toxicidade, efeitos colaterais graves e inUimeras interagdes com outros medicamentos e
acabaram sendo substituidos pelos triaz6is. Os triazois de primeira geragdo sdo representados
pelos farmacos itraconazol e fluconazol e apresentam seguranca farmacoldgica melhorada. A
segunda geracdo dos triazdis ¢ composta pelos farmacos voriconazol, posaconazol e
isavuconazo (CAMPOY; ADRIO, 2017; NAGAPPAN; DERESINSKI, 2007; PEYTON;
GALLAGHER; HASHEMZADEH, 2015).

Os imidazo6is como o cetoconazol, embora tenham se mostrado eficazes para a forma
cronica de histoplasmose, ndo sdo considerados tratamento de primeira linha para infecgdes
graves ou com risco de vida, pois algumas cepas apresentam resisténcia a estes antifungicos
(LI; CIBLAK; NORDOFF; PASARELL et al., 2000; SPEC; CONNOLLY; MONTEJANO;
WHEAT, 2017). O fluconazol ¢ utilizado como uma alternativa, no entanto, ha preocupagdes
com o desenvolvimento de resisténcia e menor eficacia, além de j& ter apresentado falhas
terapéuticas (SPEC; CONNOLLY; MONTEJANO; WHEAT, 2017).

O voriconazol tem se mostrado promissor no tratamento de patdégenos fungicos. Em
estudos conduzidos por varios autores, foi relatado que este farmaco possui atividade
fungistatica contra H. capsulatum (ESPINEL-INGROFF, 1998; LI; CIBLAK; NORDOFF;
PASARELL et al., 2000). No entanto, ja hé relatos de resisténcia de algumas cepas a este
antifngico, ndo sendo indicado para o tratamento da histoplasmose (WHEAT; CONNOLLY:;
SMEDEMA; DURKIN et al., 2006).

O isavuconazol é um triazol estruturalmente semelhante ao fluconazol e voriconazol,
mas apresenta um anel aromatico extra projetado para melhorar sua absor¢do, aumentando a
sua biodisponibilidade e fornecendo uma barreira maior ao desenvolvimento de resisténcia

(FALCI; PASQUALOTTO, 2013; SPEC; CONNOLLY; MONTEJANO; WHEAT, 2017).
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A disponibilidade de antifungicos orais como os da classe dos azdis ¢ algo importante
para tratar as infec¢des fungicas, por ser uma via de administragdo rapida e ndo necessitando
da interven¢do de outros profissionais. Os azdis sdo conhecidos por impedir a biossintese do
ergosterol. Pelo fato de o ergosterol ser andlogo ao colesterol (molécula que compde a
membrana celular dos mamiferos), o efeito observado nos fungos pode ser também observado
células animais resultando em hepatotoxicidade e problemas com interacdes entre diferentes
farmacos que atuam no sistema citocromo P450. Além disso, ja foi relatado problemas de
biodisponibilidade, principalmente no sistema nervoso central (SNC), devido a dificuldade de
penetragdo da barreira hematoencefalica (CAMPOY; ADRIO, 2017; CHANG; YU;
HEITMAN; WELLINGTON et al., 2017; GOUGHENOUR; RAPPLEYE, 2017).

Os polienos sdo classificados como moléculas naturais orgédnicas anfipaticas e
geralmente produzidas por Streptomyces. A anfotericina B (AmB) ¢ um polieno considerado
padrao-ouro para infec¢des fingicas sistémicas ha mais de cinco décadas (ANDERSON;
CLAY; CIOFFI; DIAZ et al., 2014; LIMPER; ADENIS; LE; HARRISON, 2017; PRASAD;
SHAH; RAWAL, 2016; WHEAT; AZAR; BAHR; SPEC et al., 2016). Esse farmaco altera a
molécula se liga ao ergosterol presente na membrana fungica e embora tenha uma afinidade
menor ao colesterol em comparagdo ao ergosterol, esta associado a alta toxicidade hepatica e
renal principalmente quando utilizado em periodos longos. Além disso, a AmB ¢ administrada
por via endovenosa, intra-hospitalar e com constante monitoramento da fungdo hepatica e
renal. Em vista a sua alta toxicidade, nas ultimas décadas foram desenvolvidas formulagdes
lipidicas com o propdsito de melhorar a biodisponibilidade e principalmente os efeitos
colaterais. As formulagdes incluem encapsulacdo em lipossomas ou em fita e complexos
lipidicos semelhantes a discos (BATES; SU; YU; CHERTOW et al., 2001; CHANG; YU;
HEITMAN; WELLINGTON et al., 2017; FUENTEFRIA; PIPPI; DALLA LANA; DONATO

etal.,2018).
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Uma outra problemadtica pertinente, se insere na resisténcia antifungica, relatada com
mais frequéncia nos ultimos anos. Os mecanismos de resisténcia ja descritos para a maioria
dos antifiingicos incluem a diminui¢do da concentragdo intracelular efetiva, que pode ser
resultante da super ativacdo dos mecanismos de efluxo; superexpressdo ou alteracio
conformacional do alvo; sequestro do farmaco ou ndo ativagdo do pro-farmaco; desvios
metabolicos e formag¢ao de mutantes resistentes (CHANG; YU; HEITMAN; WELLINGTON
etal.,2017; GOUGHENOUR; RAPPLEYE, 2017; SANGLARD, 2016).

Além disso, os biofilmes estdo associados a resisténcia de varios medicamentos,
incluindo azois, polienos e pirimidina. Dados recentes mostraram que a matriz do biofilme
participa do mecanismo de resisténcia, capaz de sequestrar agentes antifngicos. Esse ja foi
demonstrado para o fluconazol e ja ha especulagdes para a anfotericina B em biofilme de C.
albicans. Outros fatores relacionados a resisténcia de biofilmes a antifingicos sdo: o estado
fisiolégico do biofilme, densidade celular (quorum sensing), superexpressdo de alvos de
drogas, resisténcia mediada por bomba de efluxo, difusdo limitada, tolerdncia e células
persistes (BONHOMME; D’ENFERT, 2013; COSTA-ORLANDI; SARDI; PITANGUI; DE
OLIVEIRA et al., 2017, DESAIL; MITCHELL; ANDES, 2014; HARDING; MARQUES;
HOWARD; OLSON, 2009; RAMAGE; RAJENDRAN; SHERRY; WILLIAMS, 2012;

SANGLARD, 2016).

1.6.1. Mecanismo de agdo

Tanto os azois quanto os polienos tém como alvo o ergosterol da membrana fingica
ou a sua cadeia de sintese (AZAR; HAGE, 2017; FUENTEFRIA; PIPPI; DALLA LANA;
DONATO et al., 2018). O ergosterol ¢ o esterol mais abundante da membrana fungica e ¢
responsavel por regular a permeabilidade e fluidez, sendo um dos principais alvos

terapéuticos para antifiungicos (DHINGRA; CRAMER, 2017).



44

Os azo6is atuam inibindo a enzima 14-a-dimetilase do complexo citocromo P450, que ¢
responsavel pela conversao do lanoesterol ao ergosterol, inibindo o crescimento e a replicacao
fungica (CAMPOY; ADRIO, 2017). Os polienos se ligam ao ergosterol, levando a formagao
de poros na membrana, resultando na perda de ions. Com isso, desencadeia um desequilibrio
i6nico e osmotico, danificando a integridade da membrana e levando a morte (ANDERSON;
CLAY; CIOFFI; DIAZ et al., 2014; CAMPOY; ADRIO, 2017; SCORZONI; DE PAULA E
SILVA; MARCOS; ASSATO et al., 2017). Uma outra vertente vem demonstrando a
capacidade da anfotericina B em agir como um modelo de “esponja”, ou seja, em retirar o
ergosterol da membrana. Esse modelo pode estar intimamente ligado ao seu efeito fungicida
que o farmaco provoca nas células (ANDERSON; CLAY; CIOFFI; DIAZ et al., 2014; GUO;
ZHANG; LI; XIAO et al, 2021; LEWANDOWSKA; SOUTAR; GREENWOOD;
NIMEROVSKY et al., 2021)

Um outro mecanismo descrito para anfotericina B, leva a produ¢do de espécies
reativas de oxigénio (EROs) foi descrito por Sokol-Anderson e colaboradores (1986) e Mesa-
Arango e colaboradores (2014), que resulta em morte celular por estresse oxidativo
(SANGALLI-LEITE; SCORZONI; MESA-ARANGO; CASAS et al., 2011; SCORZONI; DE
PAULA E SILVA; MARCOS; ASSATO et al., 2017).

As EROs sdo produzidas pelas mitocondrias das células sob determinadas condigdes
fisiologicas, como subproduto natural da cadeia respiratéria. No entanto, hd condi¢des que
fazem com que as EROs se elevem, como na presenga de oxidantes, luz ultravioleta (UV) ou
outros estimulos externos, podem interferir em proteinas, lipidios € DNA, com isto causam
danos celulares e morte. Por esses motivos, as EROs tém sido associadas ao processo de
apoptose e ao envelhecimento. Este efeito secundario da anfotericina ¢ um importante

mediador no efeito fungicida (MESA-ARANGO; TREVIJANO-CONTADOR; ROMAN,
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ELVIRA; SANCHEZ-FRESNEDA, RUTH et al., 2014; SCORZONI; DE PAULA E SILVA;

MARCOS; ASSATO et al., 2017; THANNICKAL; FANBURG, 2000).

1.7.NOVAS ABORDAGENS TERAPEUTICAS

Os nitrofuranos sdo compostos por um anel de 5-nitrofurano e varios substituintes na
posicdo 2, na sua formula principal. Eles sdo descritos como antibidticos com amplo espectro
de acdo. O primeiro nitrofurano foi descrito em 1944 e estes farmacos foram amplamente
utilizados por décadas na area agropecuadria, para prevenir e controlar doengas, além de serem
adicionados na alimentagdo animal para estimular o crescimento (KRASAVIN;
PARCHINSKY; KANTIN; MANICHEVA et al., 2017; ZHAO; GUO; QUAN; JIANG et al.,
2016). Na década de 90, a Europa baniu o uso de nitrofuranos para fins agropecudrios e mais
adiante em 2002 outros paises como Estados Unidos e China também o baniram para uso
animal, devido aos residuos que estes firmacos deixavam na carne, provocando possiveis
efeitos colaterais em humanos como anomalias hematoldgicas, anemia aplésica além de seu
efeito cancerigeno, mutagénico e genotoxico. Os nitrofuranos eram altamente utilizados em
doengas infecciosas do trato urinario, mas seu uso também foi correlacionado ao
aparecimento de mutacdes e canceres, casos de toxicidade pulmonar, cardiaca e no sistema
reprodutor, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade, principalmente, em tratamentos de longa
duracdo. Atualmente, muitos grupos de pesquisa vém estudando as formulacdes de
nitrofuranos, tentando diminuir sua toxicidade e seus efeitos colaterais, ja que apresentam
excelente atividade antimicrobiana (ALDEEK; HSIEH; UGOCHUKWU; GERARD et al.,
2018; CLAUSSEN; STOCKS; BHAT; FISH et al, 2017; MARCELINO, 2018; ZHAO;
GUO; QUAN; JIANG et al., 2016).

No ambito da reposicdo farmacologica, foram descobertas acdes adicionais dos

nitrofuranos como: anti-Leishmania, antifungica, tripanocida e anti-proliferativo nas
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linhagens de células cancerigenas (KRASAVIN; PARCHINSKY; KANTIN; MANICHEVA
et al., 2017; MARCELINO, 2018; ZHAO; GUO; QUAN; JIANG et al., 2016). Estudos
recentes, mostraram que o derivado de nitrofurano, niturtimox, foi eficaz no combate ao
Trypanossoma cruzi, causador da doengca de Chagas. Apods anos de estudos, pesquisadores
demonstraram que em humanos o seu uso causou alguns efeitos adversos leves, como:
problemas gastrointestinais, vOmitos, dor abdominal, diarreia etc. Portanto, a agéncia
regulatoria Food and Drug Administrion (FDA) aprovou o seu uso comercial para o
tratamento da doenga de Chagas em criangas, com o objetivo de melhorar o acesso a terapia
parasitaria de 300 mil pessoas. Além disso, a Unido Europeia estabeleceu um acordo, com
vigéncia a partir de novembro de 2022, que dispde o limite tolerdvel de metabolitos de
nitrofuranos na alimentacdo animal, desde que testes laboratoriais provem que eles nao
causem maleficios a satde. Grupos de pesquisa de todo o mundo, vem realizando
reformulagdes que tornem esses compostos, seguros para a saude humana e eficazes contra
doencas (U.S. Food and Drug Administration, 2020, Unido Europeia, 2022; ABBOTT;
MONTGOMERY; CHANCEY, 2022; FALK; BERENSTEIN; MOSCATELLI; MORONI et
al., 2022).

Na literatura ha uma defasagem de relatos sobre o estudo da atividade antifiingica dos
nitrofuranos. Alguns autores mostraram uma potente atividade antifingica e anti-biofilme
contra espécies de Candida, com capacidade de inibicdo da adesdo e agregacdo de células
(DE VITA; FRIGGERI; D'AURIA; PANDOLFI et al, 2014; KAMAL; HUSSAINI;
SUCHARITHA; POORNACHANDRA et al., 2015). Com relacdo a avaliagdo da toxicidade,
estudos mostraram que esses compostos nao sao toxicos para embrides de Zebrafish, larvas de
C. elegans e Galleria mellonella e possuem baixa toxicidade quando testado em linhagens de
células humanas (KAMAL; HUSSAINI; SUCHARITHA; POORNACHANDRA et al., 2015;

MARCELINO, 2018; VASO; PANDOLFI; BILA; DE VITA et al., 2022).



47

Além dos derivados de nitrofuranos, outro grupo de compostos com destaque quanto a
atividade antifingica sdo os derivados indolicos. Os inddlicos apresentam sistemas de anéis
heterociclicos e suas aplicagdes sdo em condigdes fisiopatoldgicas, como cancer, inflamagao,
infecgdes microbianas (KARIMABAD; MAHMOODI; JAFARZADEH; DAREKORDI et
al., 2019; NIETO; LUPTON, 2020). De Vita e colaboradores (2016) ¢ Pandolfi ¢
colaboradores (2019), demonstraram que esses derivados tiveram uma excelente atividade
contra a forma planctonica de Candida albicans. Nos biofilmes, em baixas concentragoes,
ocasionaram uma inibi¢do na formacao de biofilmes e foram capazes de erradicar o biofilme
maduro. Além disto, apresentaram baixa toxicidade, mesmo em concentragdes mais elevadas
(500 pg/mL) (DE VITA; SIMONETTI, PANDOLFI; COSTI et al., 2016; PANDOLFI;
D'ACIERNO; BORTOLAMI; DE VITA et al., 2019).

Villa e Lopez-Ribot (2017) provaram que os derivados inddlicos foram capazes de
reduzir a atividade metabolica do biofilme pré-formado de C. albicans em até 80%,
entretanto, quando avaliada a seu efeito sinérgico com o com o fluconazol foi observada
reducdo da viabilidade apenas em células planctonicas (89%). Oh e colaboradores (2012),
relataram que os derivados indodlicos foram capazes de induzir o gene NRG1 responsavel por
reduzir a filamentagcdo fungica de C. albicans e a formagdo de biofilme, além disto, os
compostos nao apresentaram toxicidade em células de mamifero em experimentos in vitro
(OH; GO; MYLONAKIS; KIM, 2012; VILA; LOPEZ-RIBOT, 2017).

Neste contexto, legislagdes mundiais e brasileiras (Lei 11.794/08 - conhecida como
Lei Arouca) buscam métodos alternativos mais confidaveis. As culturas tridimensionais, tem o
proposito de simular mais fidedignamente o tecido in vivo, tratando-se de uma proposta
inovadora que levara a obtencdo de uma plataforma in vitro 3D para o screening de novos
farmacos e propiciara um modelo de estudo mais seguro para a avaliacao da intera¢ao fungo-

hospedeiro (CRABBE; LIU; MATTHIJS; RIGOLE et al, 2017; WELLS; SALICK;
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WISKOW; HO et al., 2016). Por outro lado, o crescente nimero de infec¢des fungicas,
somado aos também crescentes relatos de resisténcia antifiingica e a formagdo de biofilmes
por H. capsulatum, faz-se emergente a busca por novos antifungicos, que sejam mais eficazes
e que tenham toxicidade reduzida. O tratamento para a histoplasmose ¢ limitado e com altos
riscos de toxicidade ao paciente, sendo assim, ¢ essencial o aprofundamento na descoberta de
moléculas com propriedades inibitdrias potentes, menos toxicas, mesmo nas concentragdes
requeridas para o exterminio dos biofilmes. Na literatura, ha poucos estudos que verificam
atividade inibitéria de novas moléculas tanto contra a forma planctonica e principalmente de
biofilme de H. capsulatum (DE AGUIAR CORDEIRO; DE FARIAS MARQUES; DE
AGUIAR CORDEIRO; DA SILVA et al., 2014; EDWARDS; KEMSKI; RAPPLEYE, 2013;
KATHURIA; SINGH; MEIS; CHOWDHARY, 2014; LI; CIBLAK; NORDOFF;
PASARELL et al., 2000, MELO; SANTOS; MARQUES; REGASINI et al., 2017, WHEAT;

CONNOLLY; SMEDEMA; BRIZENDINE et al., 2001).
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CONCLUSOES

Como analise dos resultados do presente trabalho pode-se concluir que:

Ambas as linhagens celulares propostas foram capazes de formar modelos
tridimensionais pelo método de revestimento de agarose;

Os esferoides de ambas as linhagens, mantiveram-se integros por pelo menos dez dias
apds a formagdo, com viabilidade elevada, quando analisado por azul de Trypan,
resazurina e citometria de fluxo;

As imagens de microscopia eletronica de varredura e microscopia confocal mostram
um modelo esferoidal, constituido por células arredondas e conectadas entre si;
Dezoito compostos testados apresentam baixa concentragdo inibitéria atividade anti-
Histoplasma e com perfil fungicida;

O modelo em cultura 3D mostrou-se menos sensivel resultando em um valor de CCso
maior que o modelo em monocamada;

Nos ensaios de toxicidade em modelo alternativo de C. elegans, G. mellonella ¢
zebrafish, os compostos, provocaram baixa toxicidade mesmo em concentragdes mais
elevadas.

Em relagdo ao mecanismo de agdo, em geral, apos o tratamento com 0s compostos
houve produgdo de EROs, redu¢do da quantidade de ergosterol na membrana fingica,
rompimento da parede celular e indug¢@o de morte por necrose.

Os compostos apresentaram um efeito anti-biofilme potente com concentragdo
inibitoria minima igual ou duas vezes a requerida para inibir as células planctonicas;
Nas imagens dos biofilmes maduros tratados, houve uma reducdo no metabolismo
celular, reducao na matriz extracelular e no numero de células;

Tanto a forma planctonica como a de biofilme, foram capazes de infectar os cultivos

3D, apresentando uma homogeneidade na infeccao;
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Nas andlises de expressdo génica comparativa entre a infec¢do em monocamada e os
cultivos 3D, verificou-se diferenca estatistica significativa no gene CBP1 (tanto na
planctonica como no biofilme), GAPDH e DDRS8 (biofilme), comprovando que os
cultivos 3D podem ser utilizados como um modelo de infecc¢ao;

O resultado do amplo espectro de agdo, mostrou eficacia dos derivados de nitrofuranos
em outras cepas fungicas, com perfil fungicida e fungistatico e baixa toxicidade tanto

in vitro nos cultivos celulares e in vivo em C. elegans.
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