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

RESUMO

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

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



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

ABSTRACT

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

O tratamento com AmB pode causar aos pacientes quadros de disfuncdes
renais, febres, dores de cabeca e até convulsdes, e quando o tratamento € realizado
com flucitosina em concentragdes altas pode causar nauseas, vOmitos, e
problemas hematoldgicos (Benson, Nahata, 1988; Hamill, 2013; Vidal et al.,
2016).



16

A busca por alternativas de tratamento para a criptococose tem sido
pesquisada por varios autores (Cruz et al., 1994; Liu et al., 2016; Ogundeji et al.,
2016; Joffe et al., 2017). Diferentes estratégias para evitar e combater as infec¢bes
fangicas, como por exemplo a imunoterapia e uso de vacinas em Qrupos
considerados de risco, modificagbes moleculares nos  compostos
convencionalmente utilizados, combinagbes de compostos com atividade
sinérgica e 0 reposicionamento de farmacos, tem apresentado resultados
promissores no combate as infec¢des fungicas (Oliveira et al., 2014; Gu et al.,
2016; Liu et al., 2016; Scorzoni et al., 2017).

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

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

de Alimentos e Medicamentos” (Food and Drug Administration - FDA) aprovou



17

a reutilizacdo de medicamentos existentes para a aplicacdo contra infeccdes
fangicas (Holbrook et al., 2017).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

lipossolubilidade dos compostos.
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