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Resumo

As infecgBes fungicas invasivas sdo consideradas grande problema de saude
pois acometem principalmente individuos imunocomprometidos e possuem espectro
de tratamento muito limitado. Desse modo, a estratégia de reposicionamento se torna
relevante e propde-se a miltefosina (MFS) como potencial alternativa antifingica pois
apresenta amplo espectro de a¢do fungicida, porém a alta toxicidade pode dificultar o
uso na micologia clinica. A utilizacdo de sistemas nanoestruturados para liberagcéao
controlada e sustentada € uma maneira de reduzir a toxicidade e manter a atividade
antifingica e diante disso, a miltefosina encapsulada em nanoparticulas de alginato
(MFS-NA) se torna uma estratégia promissora na terapia de infec¢des fungicas
invasivas. Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade da MFS livre
e MFS-NA sobre Aspergillus fumigatus (n=10), Aspergillus flavus (n=9) e Candida
auris (n=2) em modelos experimentais in vitro e in vivo usando modelo larvario de
Galleria mellonella. Os isolados de A. fumigatus testados foram considerados
sensiveis para os antifUngicos padrdo (anfotericina B — AMB e voriconazol - VRC),
enquanto as cepas de A. flavus exibiram um perfil mais tolerante. Utilizamos dois
isolados de C. auris: CBS 10913 foi sensivel a todos os antifiUngicos convencionais e
CBS 12766 apresentou resisténcia ao fluconazol. A MFS livre inibiu o crescimento
fungico em concentragbes de 0,5 a 16 pg/mL; foi fungicida para a maioria das cepas
de A. fumigatus e C. auris (1 a 32 pg/mL), e fungistatico para A. flavus. A MFS-NA
inibiu o crescimento de A. fumigatus, A. flavus e C. auris CBS 10913 em 18,7-600
pg/mL, enquanto C. auris CBS 12766 foi a mais tolerante (Concentracdo Inibitoria
Minima — CIM > 600 pg/mL). Foi identificado efeito sinérgico da MFS com VRC para
o isolado 1220 de A. fumigatus, com reducdo da CIM em 8 vezes para ambos
farmacos em combinacdo. Em modelo de G. mellonella, MFS (10 e 20 mg/kg) e da
MFS-NA (100 mg/kg) reduziram a taxa de mortalidade e melhoraram o indice de saude
das larvas infectadas com A. fumigatus, além de reduzir a disseminacao fungica no
tecido larval com o aumento da quantidade de granulomas de contencao da infeccao.
A combinac¢do da MFS + VRC reduziu a carga fungica e se mostrou melhor do que o
tratamento apenas com VRC. Para infeccdo com A. flavus observou-se que quando
combinado MFS-NA + VRC houve a melhora na taxa de sobrevivéncia além da
diminuicao da carga fungica comparado com VRC, apontando que os tratamentos em
combinacgao foram melhores que quando utilizados sozinhos. O perfil de sobrevivéncia
em modelo de G. mellonella da cepa considerada muito virulenta de C. auris (CBS
12766) permaneceu 0 mesmo com o0s tratamentos, contudo, observou-se a diminuigéo
da disseminacao tecidual principalmente nos grupos tratados com MFS (40 mg/kg) e
MFS-NA. Em contraste, MFS livre e MFS-NA foram efetivos contra a infeccéo por C.
auris CBS 10913 levando ao aumento da sobrevivéncia larvaria e reducdo da carga
fangica. A MFS livre e MFS-NA apresentam potencial relevante para a terapia
antifingica das aspergiloses e candidiases invasivas, e em combinacdo com VRC
pode ser uma estratégia de melhoria do desempenho farmacoldgico nas terapias
contra infec¢Bes fangicas invasivas graves.

Palavras-chave: miltefosina, nanocarreador de alginato, aspergilose, Candida auris
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Abstract

Invasive fungal infections are considered a major health problem because they
affect mainly immunocompromised patients and have a very limited spectrum of
treatment. Thus, the repositioning strategy becomes relevant and miltefosine (MFS) is
purposed as a potential antifungal alternative because presents broad spectrum of
action fungicide, but the high toxicity may difficult the use in clinical mycology. The use
of nanostructured systems for controlled and sustained release is a way to reduce
toxicity and maintain antifungal activity and miltefosine encapsulated in alginate
nanoparticles (MFS-AN) is a promising strategy in the therapy of invasive fungal
infections. Therefore, this work aimed to evaluate the activity of free MFS and MFS-
AN on Aspergillus fumigatus (n=10), Aspergillus flavus (n=9) and Candida auris (n=2)
in experimental models in vitro and in vivo using larval model of Galleria mellonella.
The isolates of A. fumigatus tested were considered sensitive to standard antifungals
(amphotericin B - AMB and voriconazole - VRC) while the strains of A. flavus showed
a more tolerant profile. We used two isolates of C. auris: CBS 10913 was sensitive to
all conventional antifungals and CBS 12766 was resistant to fluconazole. Free MFS
inhibited the fungal growth in concentrations from 0.5 to 16 pg/mL,; it was fungicidal for
most strains of A. fumigatus and C. auris (1 to 32 pg/mL), and fungistatic for A. flavus.
MFS-NA inhibited the growth of A. fumigatus, A. flavus and C. auris CBS 10913 at
18.7-600 pg/mL, while C. auris CBS 12766 was the most tolerant (Minimum Inhibitory
Concentration — MIC > 600 pg/mL). The synergistic effect of MFS with VRC was
identified for the isolate 1220 of A. fumigatus, with a reduction of MIC by 8 times for
both drugs in combination. In the G. mellonella model, MFS (20 and 40 mg/kg) and
MFS-NA (100 mg/kg) reduced the mortality rate and increased the health index of
larvae infected with A. fumigatus, also reducing the fungal dissemination through the
larval tissue with increase of the number of granulomas of the infection control. The
combination of MFS + VRC reduced the fungal burden and showed to be better than
treatment with VRC alone. For infection with A. flavus it was observed that when
combined MFS-NA + VRC there was an increase of larvae survival, besides the
reduction of fungal burden in comparison with VRC, indicating that the treatments in
combination were better than when used alone. The survival profile in G. mellonella
model of the strain considered to be more virulent (CBS 12766) remained the same
with the treatments, nevertheless decreased tissue dissemination was observed
mainly in the groups treated with MFS (40 mg/kg) and MFS-AN. In contrast, free MFS
and MFS-AN were effective against infection with C. auris CBS 10913 leading to
increase of larval survival and reduction of fungal burden. Free MFS and MFS-AN
presents relevant potential for antifungal therapy of aspergillosis and invasive
candidiasis, and in combination with VRC may be a strategy for improving
pharmacological performance in therapy against several invasive fungal infections.

Key words: miltefosine, alginate nanocarrier, aspergillosis, Candida auris
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1 INTRODUCAO

As infecgBes fungicas tem grande relevancia sobre animais e plantas e sabe-
se o0 impacto dos fungos na seguranca alimentar e em distdrbios no ecossistema
(FISCHER et al., 2012). Mas a influéncia dos fungos patogénicos humanos nao é tao
reconhecida, apesar das taxas de mortalidade por infec¢des fungicas invasivas
exceder 50 % (BROWN et al., 2012). Infec¢des superficiais s&o as mais comuns em
humanos e atingem cerca de 1,7 bilhdes de pessoas no mundo todo (BONGOMIN et
al., 2017). As infeccdes de mucosas orais e genitais também sao frequentes, dado
que 50 a 75 % das mulheres em idade fértil sofrem pelo menos um episodio de
candidiase vulvovaginal na vida (SOBEL, 2007). Ja as infecc¢des fungicas invasivas
sdo menos incidentes quando comparado com as cutaneas e mucocutaneas, mas
estdo associadas a altas taxas de mortalidade e morbidade e atingem cerca de meio
milh&o de pessoas por ano (BROWN et al., 2012). Os principais patégenos fangicos
relacionados com infecgbes invasivas sdo: Candida spp., Aspergillus spp.,
Cryptococcus spp., Pneumocystis jirovecii, Histoplasma capsulatum e Mucormycetes
(BONGOMIN et al., 2017).

A alta taxa de mortalidade associada a aspergiloses e candidemias e o
aumento de isolados resistentes aos agentes antifingicos frequentemente utilizados
tém incentivado a busca por alternativas e estratégias para o tratamento eficaz dessas
condicdes clinicas. Assim sendo, 0 presente projeto visa avaliar a eficacia antifingica
in vitro e in vivo da miltefosina em sistema nanocarreador de alginato no tratamento

das aspergiloses e da candidiase sistémica por Candida auris.

1.1 Aspergillus sp.

Aspergillus caracteriza-se por fungos filamentosos, saproéfitos e anemdfilos
encontrados mundialmente, que utilizam matéria organica presente no solo, vegetais
e materiais em decomposicdo para a sua manutencdo, sendo extremamente
importantes para a reciclagem de carbono e nitrogénio (GUGNANI, 2003). Existem
cerca de 340 espécies descritas (SHISHODIA; TIWARI; SHANKAR, 2019) e algumas
delas possuem grande importancia econbmica principalmente em processos

biotecnoldgicos, tais como producdo de antibidticos, acidos organicos, farmacos,
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enzimas e pelo seu papel de fermentador na industria alimenticia (SAMSON et al.,
2014).

Por apresentarem ciclo biolégico simples e alta capacidade esporulante, os
fungos desse género sdo capazes de produzir e liberar uma alta concentracao de
conidios no ar (1-100 por m?3), fazendo com que essas estruturas, amplamente
dispersas, sejam continuamente inaladas por humanos e animais (LATGE, 2001).
Apesar do constante contato dos seres humanos com conidios de Aspergillus spp., é
importante destacar que em individuos saudaveis geralmente ndo causam um quadro
infeccioso, por conta da capacidade do sistema imune inato em eliminar
eficientemente as estruturas fungicas inaladas (PARK & MEHRAD, 2009).

O epitélio das vias aéreas fornece uma barreira fisica que é a primeira linha de
defesa para os conidios inalados, assim como tem papel fundamental no recrutamento
de células do sistema imune inato e na mediacdo de uma resposta imune adaptativa
(LABRAM et al., 2019). Dentre os mecanismos da imunidade inata presentes no
epitélio do pulméo, podemos citar a sintese de citocinas pro-inflamatoérias como IL-6,
IL-8, GM-CSF e TNF-q, fator estimulador de granuldcitos, complexos de pentraxina-
3-ficolina, B-defensinas e lectinas do tipo C que podem reconhecer os componentes
fungicos e irdo gerar resposta inflamatéria e estimular a fagocitose dos conidios na
tentativa de elimina-los (NAMVAR et al., 2015). Além disso, a inalacdo de estruturas
de Aspergillus spp. provoca respostas inflamatorias e remodeladoras das vias aéreas
por meio da liberagcdo de produtos fungicos secretados, incluindo alérgenos com
atividade de protease (NAMVAR et al.,, 2015). Caso o0s conidios superem esses
mecanismos, eles germinam e produzem um micélio vegetativo capaz de invadir 0os
tecidos pulmonares (LATGE, 2001; SUGUI et al., 2014). Uma vez que a germinacao
acontece, a parede celular de Aspergillus é alterada e o B-1,3-glucano é exposto,
resultando na sinalizacdo pela proteina dectina-1, seguido da fagocitose pelos
macrofagos alveolares. Entretanto, se ocorrer falha nesse mecanismo a infeccéo é
instalada e o fungo continua a se desenvolver no hospedeiro (PARKER & PRINCE,
2011).

Assim como outros patdgenos oportunistas, o estabelecimento da infecgéo
depende da interacdo de fatores do hospedeiro e do patdégeno. As espécies desse
género sédo frequentemente associadas a infeccdes oportunistas em pacientes

imunocomprometidos devido ao cancer, infec¢ao por HIV (Human Immunodeficiency
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Virus), transplante de 6rgaos, doencas autoimunes, terapia com antibioticos de amplo
espectro e doencas pulmonares prévias (KOUSHA; TADI; SOUBANI, 2011). Apesar
de existirem cerca de 340 espécies nesse género, apenas aproximadamente 40 foram
identificadas como importantes patégenos humanos, dentre elas Aspergillus
fumigatus é a mais comum, sendo identificada em cerca de 90 % dos casos, seguida
por Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans e Aspergillus terreus
(PAULUSSEN et al., 2017; SHISHODIA; TIWARI; SHANKAR, 2019).

A infecgéo por Aspergillus spp. inclui diferentes manifestagdes, que variam
entre doencas alérgicas, semi-invasivas e invasivas (AMORIM et al., 2004). Em
individuos portadores de asma e fibrose cistica, a infec¢ao por espécies desse género
pode causar um quadro de hipersensibilidade denominado Aspergilose
Broncopulmonar Alérgica (ABPA), caracterizado pela ativacdo imune crénica.
Pacientes que ja tiveram doencas pulmonares, tais como tuberculose e sarcoidose, e
possuem cavitacdes pulmonares pré-existentes, podem desenvolver a Aspergilose
Pulmonar Crdnica (APC), quadro semi-invasivo caracterizado pela presenca de bolas
fungicas (aspergilomas). Aspergilose Pulmonar Invasiva (API), doenca extremamente
grave que afeta anualmente 10 % dos pacientes com imunidade reduzida e possui
taxa de mortalidade entre 50 e 95 %, € caracterizada pela invaséo do tecido pulmonar,
inflamacdo e possivel disseminacdo para outros 6rgdos (AMORIM et al., 2004,
DAGENAIS; KELLER, 2009; CHOWDHARY et al., 2013; PAULUSSEN et al., 2017).
Além dessas, a aspergilose pode se apresentar como extrapulmonar, como
Aspergilose Sinusal que se manifesta com a presenca de bolas flngicas na cavidade
sinusal em pacientes imunocomprometidos; Aspergilose Ocular pode ser adquirida
com o agravamento do quadro de aspergilose sinusal; Osteomielite por Aspergillus é
uma condicdo rara que pode ocorrer ap6s trauma ou complicacdes cirdrgicas
principalmente em individuos altamente imunossuprimidos; Aspergilose do Sistema
Nervoso Central pode ser derivada do agravamento do quadro de API ou Sinusal,
caracterizada como uma lesdo cerebral que afeta pacientes com leucopenia; ou ainda
Aspergilose Cardiaca, embora rara, esta relacionada principalmente com cirurgias
cardiacas, através de enxertos ou suturas contaminadas ou dispersao intra-operatoria
de conidios (PASQUALOTTO & DENNING, 2006; THOMPSON & PATTERSON, 2012;
PRAJNA et al., 2013; GABRIELLI et al., 2014; CADENA; THOMPSON; PATTERSON,
2016; RUDRAMURTHY et al., 2019).
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Dentre os principais fatores de patogenicidade, podemos incluir o pequeno
tamanho e hidrofobicidade dos conidios de A. fumigatus (2—3,5 um de diametro), que
facilita o alcance aos alvéolos pulmonares (PASQUALOTTO, 2009). A termotolerancia
também € uma caracteristica importante na patogenicidade desses fungos, que
possuem temperatura 6tima de crescimento em 37 °C, podendo suportar até 48 °C
(KRIJGSHELD et al., 2012). A temperatura e a presenca de proteinas no soro humano,
especificamente albumina, estdo relacionadas com a promoc¢ao da germinacao de
conidios no tecido pulmonar e o aumento do crescimento micelial (RODRIGUES;
ARAUJO; PINA-VAZ, 2005; DAGENAIS & KELLER, 2009). A. fumigatus pode tolerar
alteracdes de pH, sendo capaz de crescer em ambientes com pH muito baixos (~3,5)
mas também em pH muito alcalino (LATGE & CHAMILOS, 2020) e essa capacidade
€ essencial na interacdo com o sistema imune do hospedeiro, uma vez que o pH dos
fagolisossomos (estruturas responsaveis pela fagocitose celular) € em torno de 5
(CANTON et al., 2014; LATGE & CHAMILOS, 2020). Além disso, A. fumigatus possui
outras caracteristicas capazes de driblar o mecanismo de defesa do hospedeiro como
a inibicdo da ativacdo do sistema complemento (DAGENAIS & KELLER, 2009),
secrecdo de enzimas como a elastase que tem papel importante na aspergilose
invasiva pois degrada a elastina, constituinte de cerca de 28 % do tecido pulmonar
(PASQUALOTTO, 2009); enzimas de neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio
(catalases, superoxido dismutases) (LATGE & CHAMILOS, 2020); nucleases,
oxidases, fosfatases, peptidases e proteases para degradar macromoléculas e
fornecer nutrientes para o fungo (PASQUALOTTO, 2009); além da producédo de
toxinas como gliotoxinas, capacidade de adesao ao endotélio e epitélio e formacéao de
biofilme que auxiliam no desenvolvimento de aspergilomas e aumentam a resisténcia
aos antifungicos (AMORIM et al., 2004; BARNES; MARR, 2006).

Entretanto, apesar da maior prevaléncia global da espécie A. fumigatus estar
relacionada com a facilidade de invasdo e germinacdo dos conidios nos alvéolos
pulmonares devido ao pequeno tamanho dos conidios, existe um crescente aumento
dos numeros de casos clinicos de aspergiloses por A. flavus (RUDRAMURTHY et al.,
2019). Os conidios produzidos por A. flavus possuem 3-6 ym de didmetro (comparado
com 2-3 um em A. fumigatus), o que pode explicar o predominio das formas
pulmonares de aspergilose por A. fumigatus, enquanto A. flavus & mais encontrado

nas formas alérgicas que atingem o trato respiratério superior (PASQUALOTTO,
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2009). As diferencas entre as espécies incluem principalmente a distribuicdo
geografica, o potencial patogénico e o perfil de resisténcia aos antifungicos
(PASQUALOTTO, 2009). Ha predominancia de isolados clinicos de A. flavus na india,
Oriente Médio, Africa e México provavelmente devido a melhor capacidade de
suportar climas quentes e aridos, comparado com outras espécies de Aspergillus
(RUDRAMURTHY et al., 2019). No Brasil, A. flavus esta muito relacionado com seu
potencial toxigénico pela producdo de aflatoxinas em grados, micotoxinas
carcinogénicas que causam seérios problemas nas culturas agricolas em todo mundo
(AQUINO et al., 2005). O consumo de alimentos contaminados com aflatoxinas pode
causar graves doencas em humanos e animais como aflatoxicose, cancer de figado e
necrose hepatica (TIWARI & SHANKAR, 2018). Além disso, A. flavus € a segunda
espécie mais comum no Brasil, com prevaléncia de 22 % dos isolados clinicos
reportados no trabalho de Negri e colaboradores (2014), que é consideravelmente
maior que o indice global (10 %) representado por mais de 700 amostras clinicas de
Aspergillus coletadas de 62 centro médicos em diversos paises (PFALLER et al.,
2008).

Atualmente existe a preocupacéao acerca da propenséo de pacientes infectados
com SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2), também
possam estar propensos a desenvolver aspergilose invasiva em casos graves da
doenca respiratdria pelo coronavirus (COVID-19) (WIEDERHOLD & VERWEIJ, 2020).
Cerca de 5 % dos pacientes com COVID-19 precisam de cuidados na Unidade de
Terapia Intensiva (UTI) e apresentam risco de desenvolver infeccbes secundarias,
incluindo API, aumentando ainda mais as taxas de mortalidade (ALANIO et al., 2020;
KOELER et al., 2020). Varias séries de casos de Aspergilose Pulmonar Associada a
COVID-19 (APAC) foram publicadas, inclusive em pacientes imunocompetentes (VAN
ARKEL et al., 2020; KOEHLER et al., 2020; LESCURE et al., 2020; ALANIO et al.,
2020; BLAIZE et al., 2020; VERWEIJ et al., 2020; PRATTES et al., 2020; MEIJER et
al., 2020; SANTANA et al., 2020), uma vez que a Sindrome Respiratéria Aguda Grave
(SRAG) desencadeada por infeccao viral € um fator de risco para API, mesmo na
auséncia de imunodeficiéncia prévia (KOEHLER et al.,, 2020). A APAC tem sido
descrita em diversos paises, e até 10 de junho de 2020, foram relatados 68 casos na
China (prevaléncia de aproximadamente 23 %) e 35 casos na Europa (prevaléncia
entre 20 a 35 %) (revisado por ARASTEHFAR et al., 2020) com altos indices de

24



mortalidade (cerca de 63 %) (ARASTEHFAR et al., 2020) e prevaléncia do isolamento
da espécie A. fumigatus entre as amostras respiratdrias com cultura positiva (90 %),
seguido por A. flavus (7 %) (ARASTEHFAR et al., 2020).

No Brasil foi reportada uma andlise post mortem que confirmou a APl em um
paciente com COVID-19 grave através da testagem de antigeno de galactomanana
positivo e histopatologia com presenca de estruturas claramente definidas como
Aspergillus, incluindo hifas e conidiéforos com fidlides e conidios, com isolamento de
Aspergillus penicillioides e confirmado por sequenciamento nucleotidico (SANTANA
et al., 2020). Além disso, um caso de APAC causada por A. fumigatus resistente a
azois foi relatado (MEIJER et al., 2020). O paciente diagnosticado com APAC por A.
fumigatus sensivel [Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para voriconazol (VRC) =
0,25 mg/L], recebeu dose terapéutica de VRC 200 mg/kg duas vezes por dia; apos 7
dias com persisténcia dos sintomas, a cepa foi isolada com a CIM 8 vezes maior para
VRC (2 mg/L), entdo o tratamento foi alterado para anfotericina B (AMB) lipossomal
(200 mg/dia), com posterior sequenciamento indicando mutagao TR34/L98H no gene
cyp51A, provavelmente responsavel pela resisténcia ao VRC observada; o paciente
veio a obito 16 dias apds o diagnostico de APAC (MEIJER et al., 2020). O rapido
desenvolvimento de APAC (de 3 a 28 dias ap6s admissao na UTIl, com média de 6
dias) é preocupante (ARASTEHFAR et al., 2020) e, portanto, o teste para a presenca
de Aspergillus em secrec¢fes respiratérias inferiores e galactomanana em amostras
de soro de pacientes da UTI com COVID-19 deve ser considerado para administracao
correta da terapéutica antifingica e reducéo das taxas de mortalidades associadas
(KOEHLER et al., 2020).

1.2 Candida auris

Candida compreende fungos leveduriformes e possui mais de 150 espécies
conhecidas. Dessas, algumas sao encontradas na microbiota humana, mas apenas
uma minoria é capaz de causar alguma patologia (CALDERONE, 2002). Sao
considerados fungos oportunistas, uma vez que acometem individuos debilitados ou
imunocomprometidos. Esses fungos podem causar variados tipos de micoses,
podendo ser superficial (como cutanea ou mucosas) ou sistémicas, quando atinge os

sitios estéreis do corpo (DOUGLAS, 2003). As espécies de Candida séo associadas
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com muitas infec¢des fungicas adquiridas no ambiente hospitalar e sdo responsaveis
pela alta taxa de mortalidade associada a infeccfes sistémicas nosocomiais - cerca
de 25 % nos Estados Unidos (CDC, 2020a) e excedendo 50 % no Brasil (COLOMBO
et al., 2014; DOI et al., 2016), sendo as espécies mais frequentes: C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei (PFALLER et al., 2019).

Assim como para outras espécies de Candida, C. auris pode causar infec¢des
invasivas graves ou apenas colonizar pacientes sem causar infecgdo (FORSBERG et
al., 2019). Entretanto, C. auris tem sido isolada principalmente dos sitios estéreis do
corpo, como sangue, liquido cefalorraquidiano e 0ssos, indicando que a maioria dos
casos sao de infeccbes invasivas (BORMAN; SZEKELY; JOHNSON, 2017). Além
disso, C. auris também € encontrada no fluido biliar, urina, secrecéo vaginal, trato
respiratério, ouvido e feridas, sendo que alguns desses locais representam apenas a
colonizacdo de forma assintomatica (FORSBERG et al., 2019). Essa colonizac&o ou
infeccdo esta relacionada com os mesmos fatores de risco ligados a outras espécies
de Candida, como aplicacdo de cateter venoso urindrio ou central, alimentacao
parenteral, administracéo de antibiéticos, pos-cirirgico e admissdo na UTI (SEARS &
SCHWARTZ, 2017; IGUCHI et al., 2019).

O estabelecimento da candidemia depende da interacdo do patégeno com o
sistema imunologico comprometido desses pacientes, sendo caracterizados como
fungos oportunistas. Inicialmente ocorre o reconhecimento de padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPSs) de leveduras ou hifas invasoras de Candida spp.
pelas vérias familias de receptores de reconhecimento de padrées (RRPs) ligados a
parede celular (GOW et al.,, 2011; NETEA et al., 2015; PAPPAS et al., 2018). A
deteccdo de Candida spp. por RRPs inicia cascatas de sinalizacdo que medeiam o
recrutamento de células do sistema imune, geracao de espécies reativas de oxigénio,
fagocitose e modula a ativacao de células Th (Treiper) (NETEA et al., 2015; ERWIG &
GOW, 2016; PAPPAS et al., 2018). Também sao ativados os inflamassomas NLRP3
e NLRP10 (complexos intracelulares multiproteicos) que desencadeiam respostas
inflamatorias e resultam na producgéo de citocinas pro-inflamatérias como IL-13, IFNy
e IL-17 (GROSS et al., 2009; JOLY et al., 2012; PAPPAS et al., 2018). Neutrofilos
também sdo essenciais para a imunidade efetiva durante a candidiase invasiva e a

neutropenia do hospedeiro é fator de risco bem estabelecido para o desenvolvimento
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da infeccdo disseminada e consequente mortalidade em humanos (NETEA et al.,
2015; PAPPAS et al., 2018).

Candida auris é uma espécie emergente relacionada com surtos de infec¢des
invasivas em todo o mundo que apresenta alta taxa de mortalidade (entre 30-60 %) e
resisténcia aos antifungicos disponiveis (90 % resistente a pelo menos um antifingico
e 30 % dos isolados séo considerados multirresistentes) e se enquadra na lista de
ameagas urgentes quanto a multirresisténcia (resisténcia a duas ou mais classes de
antifingicos) (CHOWDHARY; SHARMA; MEIS, 2017; CDC, 2019). Além da
resisténcia aos antifangicos convencionais, essa espécie apresenta algumas
caracteristicas peculiares que podem estar ligadas com sua facilidade de
disseminagdo no ambiente hospitalar como a alta tolerdncia a salinidade e
temperatura (capaz de suportar até 42 °C) (FORSBERG et al., 2019) e a capacidade
de formar biofilmes - populacédo de células que se desenvolvem em uma superficie
bidtica ou abibtica envolvidas por uma matriz extracelular polissacaridica (LEWIS,
2001) - o que favorece sua aderéncia em superficies e dispositivos médicos, apesar
de ser menos robusto quando comparado com o biofime de C. albicans,
provavelmente por conta da rara presenca de pseudohifas (LARKIN et al., 2017). Além
disso, algumas cepas formam agregados, outro mecanismo que confere maior
tolerancia, principalmente a desinfec¢do no ambiente hospitalar (BORMAN; SZEKELY;
JOHNSON, 2017). Outros fatores de viruléncia também foram descritos nessa espécie
como a producdo de fosfolipases, proteinases, presenca de transportadores de
oligopeptideos e manosiltransferases que participam do processo de invasdo e
colonizacéo do hospedeiro (CHATTERJEE et al., 2015; LARKIN et al., 2017).

O primeiro relato de C. auris foi em 2009 com o isolamento a partir do canal
auditivo externo de uma paciente no Japao (SATOH et al., 2009). Posteriormente,
foram reportados 15 casos na Coréia do Sul em 2011 (OH et al., 2011) e desde entéo
ja foram descritos casos de candidemia em 41 paises, sendo mdultiplos casos
reportados em: Jap&o, Coréia do Sul, india, Israel, China, Paquistdo, Bangladesh,
Russia, Arabia Saudita, Malasia, Cingapura, Australia, Franca, Alemanha, Espanha,
Reino Unido, Paises Baixos, Suddo, Quénia, Kuwait, Oman, Africa do Sul, Canada,
Estados Unidos, Panama, Venezuela e Colémbia. Casos unicos foram relatados em
outros 14 paises até o final de maio de 2020 sendo eles: Ird, Taiwan, Tailandia, Egito,
Emirados Arabes, Grécia, Polonia, Austria, Bélgica, Noruega, Suica, Italia, Costa Rica
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e Chile (CDC, 2020b). Entretanto, em razdo da dificuldade de identificacdo dos
isolados, pois C. auris é diferenciado de outras espécies filogeneticamente proximas
somente por biologia molecular ou MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption
lonization Time of Flight Mass Spectrometry) (KORDALEWSKA & PERLIN, 2019), C.
auris pode estar presente em outros paises e nao ter sido detectado. No Brasil, até o
presente momento nenhum caso clinico foi reportado.

Com a atual pandemia de COVID-19 existe a discussdo das ameacas
associadas a possibilidade de coinfeccdo com SARS-CoV-2 e C. auris no ambiente
hospitalar por conta das caracteristicas em comum dessas infec¢des tais quais a
gravidade a qual estdo relacionadas, complexidade de identificacdo, aumento da
prevaléncia mundial e populacdes de risco semelhantes, desse modo, ambos os
organismos devem ser monitorados como potenciais de coinfeccdes nosocomiais
(SCHWARTZ & KAPILA, 2020).

1.3 Tratamento das aspergiloses e candidiases

Os medicamentos antifungicos utilizados para tratamento sistémico na clinica
médica humana e veterinaria atualmente pertencem a quatro classes quimicas que
possuem como alvo diferentes partes da célula fungica (CARMONA & LIMPER, 2017;
HOUST’; SPIZEK; HAVLICEK, 2020). A classe dos polienos inclui a AMB e possui
como mecanismo de acdo a interacdo com o ergosterol, principal esterol da
membrana celular dos fungos. Atua com a incorporacao de varias moléculas de AMB
na bicamada lipidica fangica complexando-se ao ergosterol, com a consequente
formacédo de poros e liberacdo de ions (K*, Mg?*, Ca?* e CI") e glicose eletrolitica, o
gue resulta na morte celular do fungo (MESA-ARANGO; SCORZONI; ZARAGOZA,
2012; HOUST’; SPiZEK; HAVLICEK, 2020). A AMB possui amplo espectro de acéo e
é fungicida contra leveduras, fungos filamentosos e dimorficos (VAN-DAELE et al.,
2019).

A classe dos agentes azdlicos (principalmente VRC, fluconazol, itraconazol,
posaconazol, isavuconazol) agem blogueando a biossintese do ergosterol da
membrana celular fungica (VAN-DAELE et al., 2019). O mecanismo de ag&o dos azois
baseia-se na inibicdo da enzima lanosterol 14-a-demetilase [complexo enzimatico
dependente da monooxigenase do citocromo P450 microssomal (CYP450)],
responsavel pela catalisacdo da reacdo de demetilacdo do lanosterol para formagéo
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do ergosterol que constituird a membrana celular do fungo (BUCKNER & URBINA,
2012; MERCALDI, 2016). A combinacédo do acumulo de 14-a-metil-esterois toxicos e
a reducao da sintese do ergosterol resulta no efeito antifingico (BUCKNER & URBINA,
2012; MERCALDI, 2016).

As equinocandinas (caspofungina, micafungina e anidulafungina) tem como
alvo a biossintese da parede celular dos fungos (VAN-DAELE et al., 2019). Essas
moléculas ligam-se de forma ndo competitiva ao complexo enzimatico 1,3-B-d-glucana
sintase e a reagdo de conversao da uridina difosfato glucose (UDPG) em 1,3-B-d-
glucana é blogueada e a parede celular fungica torna-se altamente permeavel, o que
resulta na alteracdo osmotica e lise celular (LIU & BALASUBRAMANIAN, 2001; VAN-
DAELE et al., 2019; HOUST’; SPIZEK; HAVLICEK, 2020). Possuem atividade
fungicida contra leveduras como Candida spp. e fungistatica contra Aspergillus spp.
(PATIL & MAJUMDAR, 2017).

A 5-flucitosina (5-FC) é um anéalogo sintético da citosina que interfere na sintese
de &cidos nucléicos (VAN-DAELE et al., 2019). 5-FC é absorvida pela citosina
permease e desaminada em 5-fluorouracil pela citosina deaminase no citoplasma
fangico. O 5-fluorouracil é entdo convertido em trifosfato de 5-fluorouridina e
incorpora-se ao acido ribonucleico fungico (RNA), resultando na inibicdo da sintese
de proteinas (PARKER, 2009; HOUST’; SPiZEK; HAVLICEK, 2020). Além disso, o 5-
fluorouracil pode ser metabolizado no monofosfato de 5-fluorodeoxiuridina que inibe a
timidilato sintetase - fonte primaria de timidina na biossintese de DNA - devido a
incapacidade da enzima de remover o &tomo de flior (PARKER, 2009; ISHIDA &
BARROSO, 2020).

As principais classes de antifungicos utilizadas no tratamento da forma
pulmonar invasiva causada por Aspergillus spp. séo: triazbéis (VRC, itraconazol,
posaconazol e isavuconazol), poliénicos (AMB desoxicolato e formulacdes lipidicas) e
as equinocandinas, sendo o VRC o agente recomendado como padrdo ouro na pratica
clinica (VAN DER LINDEN et al., 2013; MICELI & KAUFFMAN, 2015; PATTERSON
et al., 2016).

Apesar da eficacia no tratamento com o uso dos azdis, o numero de isolados
resistentes a essa classe de antifUngicos tem aumentado nos ultimos anos. Os
principais tipos de mecanismos de resisténcia a medicamentos incluem: altera¢des ou

superexpressao do alvo molecular devido a mutac¢des, aumento no efluxo, sequestro
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das drogas antifungicas ou ativacdo de mecanismos compensatorios que anulam a
acao do medicamento (SANGLARD, 2016; SHISHODIA; TIWARI; SHANKAR, 2019).
Entretanto, existem outros padrbes de resisténcia sendo observados como a
resisténcia intrinseca em Aspergillus spp. e o surgimento de resisténcia simultanea a
varias classes de antifungicos (SHISHODIA; TIWARI; SHANKAR, 2019). O uso
extensivo de fungicidas azodlicos na agricultura e a terapia prolongada de
medicamentos azdlicos estdo estritamente relacionados com a evolucdo da
resisténcia cruzada aos azéis em cepas ambientais e clinicas (SNELDERS et al. 2012;
SHISHODIA; TIWARI; SHANKAR, 2019).

Esse padrdo tem sido encontrado principalmente na espécie mais
frequentemente isolada da clinica A. fumigatus (HOLLOMON, 2017), que apresenta
uma taxa global de resisténcia aos azois entre 6,6 e 28 % (SHISHODIA; TIWARI;
SHANKAR, 2019). Os isolados de A. fumigatus resistentes aos agentes azolicos
apresentam mutacdes pontuais ou superexpressdo do gene cyp51A, que codifica a
enzima lanosterol 14-a-demetilase, alvo principal dos azo6is (SHISHODIA; TIWARI;
SHANKAR, 2019). Além disso, cepas de A. fumigatus resistentes as equinocandinas
possuem a substituicdo de S678P em Fsklp, principal subunidade da 1,3-B-d-glucana
sintase (ROCHA et al., 2007), sugerindo que modificac6es nos alvos moleculares sédo
a principal estratégia de resisténcia aos antifungicos em Aspergillus spp. (SHISHODIA;
TIWARI; SHANKAR, 2019). Enquanto A. flavus apresenta um perfil de tolerancia aos
antifngicos, com valores de ponto de corte epidemioldégicos maiores que para A.
fumigatus. Além disso, apresenta valores elevados de CIM para AMB, mas o
mecanismo de resisténcia a essa classe de antifiUngicos ainda néo esta elucidado
(RUDRAMURTHY et al., 2019).

A maioria dos isolados de C. auris séo resistentes ao fluconazol — FLC
(antifingico disponivel mais utilizado para candidiases) e a outros antifungicos triazois;
portanto, o tratamento recomendado para infeccfes invasivas sdo as equinocandinas
(anidulafungina, caspofungina e micafungina) (FORSBERG et al., 2019; CDC, 2020c).
A alteracdo do tratamento para AMB lipossomal pode ser considerada no caso do
paciente nao responder clinicamente ao tratamento com equinocandina ou se a
candidemia persistir por mais de 5 dias (CDC, 2020c).

A ampla resisténcia dos isolados clinicos de C. auris aos agentes azolicos tem

sido descrita e alguns mecanismos foram reportados como a presenca de genes que
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codificam bombas de efluxo do tipo MFS (Major Facilitator Superfamily) (SHARMA et
al., 2016) e maior atividade de bombas de efluxo do tipo ABC (ATP Binding Cassete)
(BEM-AMI et al., 2017); presenca do gene homodlogo ao CDR1 — que codifica uma
bomba de efluxo ABC conhecida por atuar na resisténcia aos az6is (CHOWDHARY et
al., 2018); mutacfes pontuais no gene cyp51A (Y132F e K143R) (HEALEY et al.,
2018); também foram encontradas trés mutacfes do tipo de substituicdo de
aminoécido que reduziram a sensibilidade as equinocandinas: S639P, S639Y e S639F
(RHODES et al., 2018; KORDALEWSKA et al. 2018). Observou-se também que a
resisténcia de uma cepa a 5-FC esta associada a mutacéo do tipo de substituicdo de
aminoacido (F211l) no gene FURL, que esta envolvido no metabolismo de 5-FC
(RHODES et al., 2018); e apesar de varios isolados de C. auris apresentarem
resisténcia a AMB, ainda ndo foram encontrados mecanismos relacionados a esse
fenbmeno (CHAABANE et al., 2019).

Apesar de se nao ter elucidado o mecanismo de resisténcia a agentes
poliénicos, foram identificadas 4 novas mutacdes em C. auris associadas com a
resisténcia a AMB localizadas em diferentes loci no genoma, onde destaca-se a
mutacdo utgb5 821828 (C/T) que resulta na alteracdo do aminoacido serina para
asparagina no gene que codifica um fator de transcricdo similar ao FLOS8, um ativador
transcricional de genes relacionados a formacéo de biofilme e que tem sido associado
aresisténcia a AMB em C. albicans (REYNOLDS & FINK, 2001; LAPRADE et al., 2016;
ESCANDON et al., 2019). J4 a mutacdo utgd 968953 (T/C) causa a mudanca do
aminoacido hidrofébico isoleucina para o polar treonina no gene que codifica um
transportador de membrana, entretanto o papel desses transportadores de membrana
nos mecanismos de resisténcia a AMB ainda n&o foi demonstrado (ESCANDON et al.,
2019).

De modo geral, os antifingicos convencionais sao farmacos que possuem um
espectro de acdo limitado, sdo téxicos para o hospedeiro, apresentam interacdo
medicamentosa, possuem baixa estabilidade quimica, poucos podem ser
administrados por via oral e alguns antifingicos sao indisponiveis em muitos paises
(PATTERSON et al., 2016; GAFFI, 2020). O uso clinico do polieno AMB é prejudicado
principalmente pela toxicidade aguda e nefrotoxicidade devido a interacdo com o
colesterol presente nas membranas celulares humanas; e embora estejam disponiveis

formulacdes lipidicas de AMB que diminuam os efeitos colaterais nefrotoxicos, esses
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nao sao totalmente eliminados (SAFDAR et al.,, 2010; VAN-DAELE et al., 2019).
Embora os azois sejam considerados farmacos de escolha em muitos casos clinicos
(por exemplo, terapia de primeira linha de aspergilose invasiva ou prevencédo de
infec¢des fangicas invasivas em pacientes neutropénicos prolongados), e estarem
disponiveis como formulacdes orais e intravenosas, essa classe possui varias
limitagBes incluindo: interacbes medicamentosas, baixa absorcdo, farmacocinética
ndo linear e saturavel com necessidade de monitoramento ao longo da terapia (no
caso do VRC), eventos adversos agudos (por exemplo, alucinagbes e reagbes de
fotossensibilidade), bem como toxicidades associadas ao uso prolongado (como
cardiotoxicidade, neuropatia, carcinoma de células escamosas) além do crescente
surgimento de resisténcia em espécies de Aspergillus e Candida (VAN-DAELE et al.,
2019). Em contraste, as equinocandinas tém poucas interacdes medicamentosas e
apresentam perfil de tolerancia e toxicidade favoravel. Entretanto, esses farmacos
estdo disponiveis apenas como terapia intravenosa uma vez ao dia e possuem alto
custo para tratamento, além de nao estarem disponiveis facilmente em todos os
paises, principalmente aqueles com recursos limitados (BRITZ & GOVENDER, 2016;
VAN-DAELE et al., 2019). Por fim, ainda que a 5-FC esteja bem estabelecida quanto
ao mecanismo de acao na célula fungica, ndo é rotineiramente usada em monoterapia
por conta da alta propensio ao desenvolvimento de resisténcia. E utilizada
principalmente em combina¢cdo com AMB no tratamento da meningite criptocécica e
apresenta como efeito colateral importante a supresséo da medula 6ssea (PERFECT,
2017; VAN-DAELE et al., 2019). Tais limitacdes acarretam altas taxas de falhas
terapéuticas (BORMAN; SZEKELY; JOHNSON, 2017) e, a vista disso, faz-se
necessaria a busca de estratégias e alternativas terapéuticas de uso corrente no

tratamento das infecc¢des fungicas.

1.4 Combinacdo de farmacos como estratégia no tratamento de doencas
fuangicas

A combinagdo de agentes antifungicos é um método que apresenta vantagens
principalmente na terapia de isolados resistentes pois reduz o risco de falha na
monoterapia, e permite a diminuicdo das doses administradas reduzindo
significativamente os efeitos colaterais associados e o potencial de atividade sinérgica
pode reduzir o tempo de tratamento (JOHNSON et al., 2004; LIVENGOOD; DREW;
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PERFECT, 2020). Estudos sugerem o sinergismo na utilizacdo de agentes azélicos
com equinocandinas através do duplo mecanismo de acao na célula fungica (sintese
de ergosterol e de 1,3-B-d-glucana, respectivamente) e ja foi demonstrada reducdo da
carga fungica e aumento da sobrevivéncia em modelo animal com a utilizacdo de
isavuconazol e micafungina (PETRAITIS et al., 2017). Atualmente a Sociedade de
Doencas Infecciosas da América (Infectious Diseases Society of America — IDSA)
recomenda considerar a terapia combinada de VRC e equinocandinas em pacientes
com aspergilose pulmonar invasiva (PATTERSON et al., 2016; LIVENGOOD; DREW,
PERFECT, 2020). No caso de candidiase invasiva envolvendo o sistema nervoso
central a combinacdo de AMB e 5-FC é recomendada pela IDSA (PAPPAS et al., 2016;
LIVENGOOD; DREW; PERFECT, 2020).

1.5 Alternativas para o tratamento de doencas fungicas

O problema cada vez maior de emergéncia de isolados resistentes aos
antifangicos utilizados na clinica e as poucas opcfes de tratamento de fungos
multirresistentes e de formula¢des de uso oral sdo as principais limitacbes que geram
a necessidade urgente da pesquisa de novos farmacos para tratamento de doencas
fungicas invasivas (WIEDERHOLD & PATTERSON, 2015; SANGUINETTI et al.,
2019). Para o desenvolvimento de novos medicamentos espera-se que possuam
outras caracteristicas desejaveis além da acdo sobre fungos resistentes, como peffil
farmacocinético e farmacodinamico favoravel, poucas interacdes medicamentosas
(facilitando a possibilidade de combinacdes) e administraveis tanto por via oral quanto
intravenosa (McCARTHY et al., 2017; SANGUINETTI et al., 2019).

Atualmente existem varias classes de agentes antifiingicos em fase de testes
clinicos, com atividades contra a parede celular fangica, vias metabdlicas da
membrana celular ou direcionados as vias de sinalizacdo celular (SANGUINETTI et
al.,, 2019). Além da identificacdo de novas moléculas, novas combinacbes e
formulacbes de medicamentos existentes como em nanoparticulas também sé&o
estratégias interessantes, e ainda, novas abordagens de tratamento como
imunoterapia e manipulacdo do microbioma sdo essenciais no aperfeicoamento dos
esquemas terapéuticos das doencas fungicas invasivas (SANGUINETTI et al., 2019).

A molécula F901318 (olorofilm, F2G Inc., Manchester, UK), um inibidor da

enzima diidroorotato desidrogenase (importante para a sintese da pirimidina fungica)
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possui atividade contra Aspergillus (incluindo isolados resistentes por mutacdes da
CYP51A), Scedesporium e Lomentospora mas ndo tem acdo contra leveduras
(OLIVER et al.,, 2016), e esta disponivel em formulacdes orais e intravenosas;
atualmente esta na fase 2 de estudo clinico como profilatico em pacientes com
leucemia mieloide aguda e no tratamento de casos refratarios de aspergilose invasiva
por isolados resistentes de Aspergillus spp. (CLINICAL TRIALS, 2020a;
SANGUINETTI et al., 2019).

VL2397 (Vical Pharmaceuticals, San Diego, CA, EUA) complexa o aluminio
através da via de transporte de sideroforos na célula fungica, mas ainda néo se
conhece seu mecanismo de acao precisamente; tem acéo sobre Aspergillus (incluindo
resistentes aos azois), Candida (também aos isolados resistentes), Cryptococcus e
Trichosporon e estd na fase 2 de estudo clinico para tratamento da aspergilose
invasiva (CLINICAL TRIALS, 2020b; SANGUINETTI et al., 2019).

Os novos agentes azolicos VT-1161, VT-1129 e VT-1598 (Viamet
Pharmaceuticals Inc., Durham, NC, EUA) inibem o gene CYP51 flngico e possuem
atividade contra fungos dimorficos, Cryptococcus e Candida incluindo C. auris. O VT-
1598 também tem acdo contra Aspergillus spp. e outros fungos endémicos; estao
disponiveis em formulacdes orais ou tépicas e o VT-1598 estd em fase 1 para
coccidiomicose, enquanto que o VT-1161 esta em fase 2 de estudo em pacientes com
candidiase vaginal recorrente (CLINICAL TRIALS, 2020c,d; SANGUINETTI et al.,
2019).

O Fosmanogepix (APX-001 - Amplyx Pharmaceuticals, San Diego, CA, EUA) é
um inibidor do glicosilfosfatidilinositol e age bloqueando o ancoramento de proteinas
que atuam como adesinas, impedindo a fixacdo dos micro-organismos as superficies
mucosas antes da colonizacgéo e replicacdo; possui amplo espectro, incluindo Candida
spp., como C. auris, isolados resistentes as equinocandinas, Aspergillus spp. (e
isolados resistentes aos azéis), Fusarium spp. e Scedosporium spp.; disponivel em
formulac@es oral e intravenosa, e esta em fase 1 de estudo (CLINICAL TRIALS, 2020¢;
SANGUINETTI et al., 2019).

O lbrexafungerp (SCY-078 - Synexis Inc., Jersey City, NJ, EUA) inibe a 1,3-p-
d-glucana sintase (responsavel pela sintese do 1,3-B-d-glucana, componente da
parede celular fungica), possui acdo contra espécies de Candida incluindo C. auris,
também tem boa atividade sobre Aspergillus spp. (e isolados resistentes aos azolicos);
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a formulacao oral disponivel esta em fase 2 de estudo em pacientes com candidiase
invasiva e vulvovaginal e em fase 3 em casos refratarios de candidiases invasiva e
vulvovaginal (CLINICAL TRIALS, 2020f; SANGUINETTI et al., 2019).

A rezafungina (CD101 — Cidara Therapeutics, San Diego, CA, EUA) também é
um inibidor da 1,3-B-d-glucana sintase fungica e possui formulacdes topicas e
intravenosas, com atividade contra Candida spp. (também sobre C. auris) e mutantes
com resisténcia as equinocandinas, além de atividade contra isolados resistentes de
Aspergillus spp.; atualmente esta em fase 2 em pacientes com candidiase invasiva e
vulvovaginal e também como profilatico em pacientes transplantados (CLINICAL
TRIALS, 2020g,h; SANGUINETTI et al., 2019).

O alto custo e longo periodo necessarios para o desenvolvimento de novos
farmacos séo as principais limitacdes que tornam a estratégia de reposicionamento
de farmacos atrativa. A possibilidade de utilizacdo de compostos que ja foram testados
guanto a seguranca e aprovados para uso humano no tratamento de outras condi¢cdes
médicas aceleram significativamente a pesquisa e disponibilidade de alternativas
terapéuticas (SCHEIN, 2020). Estudos tém mostrado que farmacos como tamoxifeno
(anticancerigeno), sertralina (antidepressivo) e auranofina (antirreumatico) possuem
atividade antifingica e podem ser uma alternativa no tratamento de infeccfes fungicas
e (exceto auranofina) estdo em fase 2 de estudo clinico em pacientes com meningite
criptocécica (ZHAI et al.,, 2012; BUTTS et al., 2015; WIEDERHOLD et al., 2017;
SANGUINETTI et al, 2019). Embora existam inumeras vantagens do
reposicionamento de farmacos, algumas precaucdes devem ser consideradas na
pesquisa como as propriedades fisico-quimicas que podem ser desfavoraveis, efeitos

colaterais significativos e dosagem adequada em pacientes graves (SCHEIN, 2020).

1.6 Miltefosina

A miltefosina (MFS), hexadecilfosfocolina, foi desenvolvida inicialmente com o
intuito de tratar pacientes com céancer, e atualmente este farmaco em formulacao
tépica é utilizado para o tratamento de metastases cutaneas em pacientes com cancer
de mama e a formulacao oral para leishmanioses em diversos paises (WIDMER et al.,
2006; DORLO et al., 2012); no Brasil foi licenciada em 2016 para uso em animais com

leishmaniose visceral (MAPA, 2016). Adicionalmente, trabalhos prévios também tém
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demonstrado outras atividades farmacologicas da MFS como antiprotozoario, anti-
helmintica, antibacteriana, antiviral e antifingica (revisado por DORLO et al., 2012).

Os estudos mostram que a MFS possui um amplo espectro de agcédo contra
diversos géneros de fungos, em concentracdes entre 2 e 8 ug/mL, para leveduras:
Saccharomyces cerevisiae, Candida spp. e Cryptococcus spp. (VILA et al., 2013;
WIDMER et al., 2006; SPADARI et al., 2018; SPADARI et al., 2019); fungos
filamentosos: Aspergillus spp., Fusarium solani, Lomentospora prolificans,
Scedosporium spp. e Pythium spp. (KESSON et al., 2009; IMBERT et al., 2014,
QUAESAET et al., 2018; LORETO et al., 2018); fungos dimorficos: Sporothrix spp;
Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis e Paracoccidioides spp. (BORBA-
SANTOS et al., 2015; BRILHANTE et al., 2014; BRILHANTE et al., 2015; ROSSI et
al., 2017); e dermatofitos: Trichophyton spp. e Microsporum spp. (TONG et al., 2007).
Recentemente, Wu e colaboradores (2020) mostraram a atividade in vitro da MFS
sobre doze isolados de C. auris. Vila e colaboradores (2013, 2015, 2016) apontam
gue a MFS foi ativa contra biofilmes de C. albicans e C. non-albicans em modelos in
vitro sobre a superficie de cateteres venoso central e sobre unhas.

O sinergismo da MFS com antifungicos padrao também tem sido demonstrado
utilizando ensaios in vitro. Imbert e colaboradores (2014) mostraram efeito sinérgico
entre MFS e VRC sobre cepas de A. fumigatus, A. flavus e A. ustus; Compain e
colaboradores (2015) descreveram o sinergismo da MFS com VRC/AMB sobre
Scedosporium spp., enquanto Biswas e colaboradores (2013) mostraram sinergismo
da MFS com VRC/posaconazol sobre fungos causadores de mucormicoses; Wu e
colaboradores (2020) relataram efeito sinérgico da MFS com AMB para 3 dos 12
isolados de C. auris e reducdo da CIM em 8 e 4 vezes (para 3 e 5 isolados,
respectivamente).

Em modelos in vivo a MFS tem demonstrado atividade inibitéria em modelo
murino de criptococose disseminada causada por Cryptococcus neoformans em
doses efetivas de 7,2 e 3,6 mg/kg/dia, exibindo aumento da sobrevivéncia e reducéo
da carga fungica no cérebro e nos pulmdes dos animais quando comparado com
grupo controle infectado nao tratado (WIDMER et al., 2006). Vila e colaboradores
(2015) demonstraram que uma solucdo de MFS de 2 mg/mL conseguiu prevenir o
quadro de candidiase oral em camundongos. A MFS apresentou eficacia na terapia

de resgate em dois casos reportados de osteomielite humana por Scedosporium
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prolificans multirresistente em combinacdo com VRC e terbinafina (KESSON et al.,
2009; QUAESAET et al., 2017). Trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo de
pesquisa demonstraram que a MFS livre em modelo invertebrado de Galleria
mellonella reduziu significativamente a mortalidade das larvas infectadas com
Candida albicans SC5314 (cepa FLC-sensivel, nas doses 10, 20 e 40 mg/kg), C.
albicans IAL-40 (FLC-resistente, nas doses de 20 e 40 mg/kg) e Cryptococcus gattii
ATCC 56990 (doses de 20 e 40 mg/kg), além da reducao significativa da carga fangica
no tecido larval (SPADARI et al., 2019).

Os mecanismos de acdo da MFS em fungos ainda sdo desconhecidos, mas
sabe-se que ha inibicdo da fosfolipase B1 em C. neoformans, que € um importante
fator de viruléncia (WIDMER et al., 2006). Pesquisas realizadas com S. cerevisiae
demostraram fragmentacdo do DNA e ativacdo de caspases celulares quando
tratadas com MFS, sinais tipicos de apoptose em leveduras, além da provavel
interacdo com a Cox9p na membrana mitocondrial, levando ao desequilibrio do
potencial de membrana e interrupcdo da cadeia transportadora de elétrons e
consequente inducdo da morte celular por apoptose (ZUO et al., 2011; BISWAS et al.,
2014).

Além disso, Borba-Santos e colaboradores (2015) e Brilhante e colaboradores
(2015) observaram alteracéo na permeabilidade de membrana plasmatica em fungos
dimorficos (S. brasiliensis, H. capsulatum e C. posadasii); e presenca de granulos de
melanina em leveduras de S. brasiliensis tratadas com MFS, sugerindo interferéncia
no metabolismo da melanina. Recentemente, n0sso grupo de pesquisa mostrou que
a MFS possui acao fungicida sobre leveduras de P. brasiliensis e P. lutzii; e
concentracdes sub-letais induzem a producédo de melanina (ROSSI et al., 2017).
Sobre leveduras de C. neoformans e C. gattii, a MFS provoca morte celular através
do aumento da permeabilidade de membrana celular via interagcdo com o ergosterol,
e reduz o potencial de membrana mitocondrial induzindo o aumento da producao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) resultando na fragmentacdo do DNA e
condensacao da cromatina (SPADARI, 2018). Desse modo, sugere-se que os efeitos
fisiolégicos da MFS na célula fangica sejam multifatoriais e tem sido atribuido
principalmente as propriedades detergentes que afetam as membranas e a
capacidade de inducao de apoptose (DORLO et al., 2012; SPADARI et al., 2018).

37



Embora a MFS seja um farmaco de escolha para alguns casos de
leishmanioses e cancer de mama, tenha apresentado atividade fungicida e amplo
espectro de acdo contra os fungos de interesse médico, esse farmaco apresenta
elevada toxicidade, o que pode dificultar a sua utilizacdo na micologia médica. Os
principais efeitos colaterais sdo 0s gastrointestinais (hauseas, vomito, diarreia) que
estdo relacionados com as propriedades detergentes da molécula que afetam a
mucosa gastrointestinal através da administracdo da formulagédo oral; renais e
hepaticos, alterando niveis séricos de creatinina e das enzimas hepéticas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Adicionalmente,
observa-se efeito teratogénico e elevada atividade hemolitica (similar a AMB
desoxicolato) (revisado por DORLO et al., 2012).

Com intuito de reduzir os efeitos colaterais da MFS, algumas estratégias tem
sido aplicadas como a sintese de analogos (CALOGEROPOULOU et al., 2008; VILA
et al., 2013); a incorporacdo do farmaco em sistemas carreadores baseados em
lipideos (EISSA et al., 2015; BITERCOURT et al.,, 2016; NAJAFIAN et al., 2016;
KAVIAN et al., 2019; DAR et al., 2020), em polimero sintético PLGA-PEG (KUMAR et
al., 2016), micelas poliméricas de Plurdnico F127 (VALENZUELA-OSES et al., 2017),
em nanocarreadores lipidicos modificados com quitosana (TRIPATHI et al., 2017) e

em nanoparticulas de alginato (SPADARI et al., 2019).

1.7 Carreadores de farmacos

Nanoparticulas (NPs) séo particulas coloidais sélidas que variam em tamanho
de 10 a 1000 nm (KREUTER, 2007). Nos ultimos anos, houve um aumento significante
nas pesquisas em torno do uso desses nanossistemas em diferentes aplicagdes
biomédicas, como hipertermia, bioimageamento e biossensores (MCcNAMARA &
TOFAIL, 2017). Além dessas, as NPs se tornam interessantes por conta da
capacidade de administracdo direcionada de medicamentos na faixa ideal de
dosagem, muitas vezes resultando em maior eficiéncia terapéutica dos medicamentos,
efeitos colaterais reduzidos e melhor adeséo do paciente ao tratamento (ALEXIS et
al., 2008; KHAN; SAEED; KHAN, 2019), e tem sido cada vez mais utilizada no
desenvolvimento de novas opc¢des terapéuticas para infec¢cdes microbianas.

O encapsulamento da MFS tem sido utilizado para melhorar sua distribuigéo e

reduzir os efeitos colaterais associados. A formulagdo de MFS em nanoparticulas
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lipidicas reduziram a irritacéo epitelial no trato gastrointestinal de camundongos Balb/c,
além da diminuicdo da acdo hemolitica e citotoxica em macrofagos in vitro e
manutenc¢ao da atividade frente a formas promastigota e amastigota de Leishmania
chagasi (da GAMA BITENCOURT et al.,, 2016). Eissa e colaboradores (2015)
demonstraram a eficacia da MFS em nanocépsulas lipidicas (NCLs) em dose Unica
(20 mg/kg) no tratamento de esquistossomose em modelo murino (reducéo de 42 a
88 % da carga parasitaria), enquanto o tratamento com a MFS livre ndo teve atividade,
indicando que esta relacionada com a melhora da interagdo do farmaco com a
membrana da bicamada lipidica do tegumento de S. mansoni. A combinacao entre
praziquantel (PZQ - anti-helmintico) e MFS em nanocéapsulas lipidicas (250 mg/kg
PZQ + 20 mg/kg MFS) melhoraram a atividade sobre as formas adultas de S. mansoni,
quando comparado com a MFS-NCLs (EISSA et al, 2020). A formulacdo
nanolipossomal tépica de MFS desenvolvida para o tratamento de leishmaniose
cutdnea se mostrou eficaz na reducdo da proliferacdo in vitro de amastigotas de
Leishmania major (NAJAFIAN et al., 2016). Lipossomos contendo MFS a 2 e 4 %
(tépico) foram capazes de atenuar significativamente o tamanho das lesdes cutaneas
causadas por promastigotas de L. major em modelo murino, além de diminuir a carga
parasitaria no baco mesmo 12 semanas apos a administracéo do tratamento (KAVIAN
et al., 2019). A combinacdo de AMB e MFS em sistemas nanoestruturados tem sido
estudada a fim de melhorar o efeito antiparasitario — AMB e MFS em nanocarreadores
lipidicos modificados com quitosana catibnica (NCLQs) ampliou a atividade
antileishmania em macréfagos infectados com L. donovani (TRIPATHI et al., 2017).
Lipossomos ultradeformaveis de segunda geracdo (LUDSGs) - estruturas de
bicamada fosfolipidica com uma cadeia surfactante que confere flexibilidade a
vesicula contendo farmacos com propriedades anfifilicas e atividade terapéutica -
foram utilizados na combinacdo de AMB e MFS mostrando eficacia na reducéo do
tamanho da lesdo cutanea por L. mexicana com metade da dose em comparacdo com
0S outros grupos e além disso, ao final do tratamento a lesdo foi completamente
eliminada e ndo havia sinal de cicatrizacéo no local da lesdo com reducéo da carga
parasitaria 16 vezes maior do que com AMB em gel (DAR et al., 2020).

Os polimeros em formula¢des nanoestruturadas vem sendo uma 6tima opcao
para controlar a liberagcdo do farmaco para o organismo, melhorar a distribuicéo,

oferecendo muitos beneficios tais como: distribuicdo continua dos farmacos para os
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tecidos, acdo em um sitio especifico, protecdo das moléculas, que encapsuladas séao
estaveis e protegidas contra a acdo de algumas enzimas e efeito do pH quando
administradas via oral, principalmente, reduzindo os efeitos colaterais (JIAO et al.,
2002). MFS encapsulada em micelas poliméricas de Plurdénico F127 (VALENZUELA-
OSES et al., 2017) vem sendo desenvolvidas e apresentam reducéo da citotoxicidade
e atividade hemolitica (VALENZUELA-OSES et al., 2017). Estudos in vivo mostraram
a eficacia da MFS em carreadores poliméricos PLGA-PEG (poli (4cido latico-co-4cido
glicolico—polietilenoglicol) na reducdo de 93,67 % da carga parasitaria no baco de
hamsters infectados com Leishmania donovani (KUMAR et al., 2016).

O alginato € um polimero natural anidnico, produzido por algas e bactérias
(PAQUES et al., 2014), constituido por residuos de a-L-gulurénico (G) e acido B-D-
manurdnico (M), e linearmente conectado por ligagdes 1,4-glicosidicas. A composi¢ao
e a sequéncia dos residuos G e M dependem da fonte de algas utilizada, pois isto
pode influenciar as propriedades do alginato (PAQUES et al., 2014). Possui muitas
vantagens por ser atoxico, biodegradavel, biocompativel, de baixo custo,
mucoadesivo e ndo-imunogénico (PAQUES et al., 2014). As aplicacdes do alginato
sdo varias dentro da area das ciéncias biomédicas (CHENG et al., 2012), incluindo o
desenvolvimento de carreadores contendo antifungicos (azois e poliénicos) nas
formas de emulsdes, géis, filmes, microparticulas e nanoparticulas (revisado por
SPADARI et al., 2017).

Nosso grupo de pesquisa tem trabalhado no desenvolvimento de uma
formulacdo da MFS em sistema nanocarreador do polimero alginato (MFS-NA) para
liberacdo sustentada do farmaco, obtendo como resultado principal a reducédo da
toxicidade e manutencgéo da atividade antifingica in vitro e in vivo sobre Candida e
Cryptococcus (ISHIDA et al., 2017; SPADARI et al., 2019; de BASTIANI et al., 2020).
Em modelo invertebrado de G. mellonella a MFS-NA reduziu a carga fungica no tecido
de larvas infectadas com Candida albicans SC5314 (cepa FLC-sensivel), C. albicans
IAL-40 (FLC-resistente), C. neoformans H99 e C. gattii ATCC 56990 na dose de 200
mg/kg, além da reducéo significativa da mortalidade (SPADARI et al., 2019). Ademais,
em modelo murino de candidiase vaginal a MFS-NA dose unica (~0,64 mg de MFS)
reduziu significativamente a carga flngica e se manteve no canal vaginal até 7 dias
apos a aplicacao da formulagéo, evidenciando as propriedades mucoadesivas e de
liberacdo sustentada da formulacéo (de BASTIANI et al., 2020).
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1.8 Modelos animais para avaliacdo da eficacia terapéutica

A pesquisa em torno do desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e
a compreensdo da relacao de patdégenos emergentes com os hospedeiros tem sido
prioridade no campo da medicina na atualidade (TREVIJANO-CONTADOR &
ZARAGOZA, 2019). Para isso, o0 uso de modelos animais € essencial uma vez que
permite conhecer os mecanismos de patogenicidade durante a infecgdo microbiana e
avaliar a eficacia de moléculas frente a essas doencas, além do papel fundamental na
analise da seguranca na utilizacdo de farmacos e seus possiveis efeitos colaterais
(TREVIJANO-CONTADOR & ZARAGOZA, 2019). O modelo murino € um dos mais
utiizados nas pesquisas com infeccBes microbianas e é bastante versatil
principalmente por permitir a caracterizagdo da resposta imune durante a infecgao,
além de ser muito bem estabelecido. Entretanto o uso de camundongos esta
associado a problemas éticos e logisticos como o desconforto e dor que podem ser
gerados ao longo do estudo e o alto custo de manutencao dos animais, e por isso tem
tido uma tendéncia a aplicagdo do principio de bioética dos “3Rs” (do inglés
Replacement, Reduction and Refinement) criado em 1959 com a finalidade de reduzir
0 numero de animais utilizados nos estudos, refinar os protocolos para melhorar o
bem estar animal e substituir, quando possivel, para outros modelos que ndo tenham
problemas bioéticos associados (TREVIJANO-CONTADOR & ZARAGOZA, 2019).

Em vista disso, os estudos vém buscando modelos animais alternativos para a
avaliacdo da patogénese e de novas moléculas antimicrobianas (TREVIJANO-
CONTADOR & ZARAGOZA, 2019). A mariposa Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)
pertencente a ordem de insetos Lepidoptera tem sido amplamente utilizada como
modelo invertebrado na investigacdo de fatores de viruléncia e eficacia de compostos
antimicrobianos. O ciclo de vida rapido € uma das maiores vantagens desse modelo,
que leva aproximadamente 40 dias, mas atingem o tamanho ideal para
experimentacdo (larvas adultas medindo entre 2-2,5 cm) entre 25-35 dias em
condicbes ambientais Otimas (28-32 °C) e suprimento de alimentos (pdlen e cera de
abelha) (JORJAO et al., 2018). A estrutura morfologica é simples, consiste em um
tubo digestivo, um tubo neural que estdo cercados por hemolinfa (TREVIJANO-
CONTADOR & ZARAGOZA, 2019).

A resposta imune inata em G. mellonella depende tanto das barreiras fisico-

guimicas externas quanto das respostas celulares e humoral. A resposta imune celular
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€ mediada por diversos tipos de hemdcitos capazes de fagocitar os patdégenos e
produzir compostos antimicrobianos, além de participarem em processos Como
coagulacao, nodulagdo, encapsulamento e melanizacdo. J4 a resposta imune humoral
baseia-se em elementos como enzimas liticas, peptideos antimicrobianos e melanina.
A melanina desempenha um importante papel durante infeccdo uma vez que produz
um acumulo de ndédulos capazes de conter a replicagdo do micro-organismo
(TREVIJANO-CONTADOR & ZARAGOZA, 2019).

Uma das principais vantagens da utilizagdo de modelos invertebrados s&o as
semelhancas estruturais e funcionais da resposta imune inata comparaveis com 0s
mamiferos (como a fagocitose, producao de compostos antimicrobianos e coagulacao)
(BROWNE; HEELAN; KAVANAGH, 2013). Além disso, o baixo custo e a facilidade de
manutencdo permitem a realizacdo de muitas repeticbes e produzir resultados
estatisticamente significativos. A possibilidade de incubacédo das larvas a 37 °C
também é importante, pois € quando sédo ativados muitos fatores de viruléncia dos
patbgenos humanos; outra vantagem ¢é a facilidade de inoculacdo, que pode ser por
injecdo na hemocele ou alimentacdo forcada e a avaliagdo da resposta a infeccéo
pode ser observada por parametros como a mortalidade, morbidade, alteracdo na
carga microbiana ou na densidade e funcéo dos hemacitos (KAVANAGH & SHEEHAN,
2018).

A resposta das infeccoes em G. mellonella apresenta expressiva correlacéo
com os resultados obtidos em modelos animais mamiferos. Alteracdes na densidade
celular e aumento na quantidade de peptideos antimicrobianos foram semelhantes
tanto nas larvas quanto em camundongos infectados com C. albicans (SHEEHAN &
KAVANAGH, 2018); enquanto que em larvas infectadas com A. fumigatus ocorre a
formacdo de nodulos contendo micélios similares aos granulomas flngicos
encontrados na aspergilose sisttmica em mamiferos (SHEEHAN; CLARKE;
KAVANAGH, 2018). A combinacao de tetraciclina e FLC reduziu em quatro vezes a
carga fungica nas larvas infectadas com C. albicans resistente aos azois em doses
equivalentes a utilizadas em humanos (GU et al., 2018); bem como a combinacédo de
pedalitina e AMB que atuou sinergicamente aumentando a sobrevida de larvas de G.
mellonella e camundongos BALB/c infectados por C. neoformans (SANGALLI-LEITE
et al., 2016).
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O potencial de novas estratégias terapéuticas antifingicas pode ser avaliado
de forma rapida em larvas de G. mellonella como uma forma de triagem antes de
prosseguir para o0 modelo murino (KAVANAGH & SHEEHAN, 2018). Larvas e
camundongos infectados com C. albicans e tratados com peptideos antimicrobianos
(DsS3 1-16) em combinacdo com caspofungina tiveram expressiva concordancia
entre os resultados de reducdo da mortalidade (MacCALLUM; DESBOIS; COOTE,
2013); FLC e VRC melhoraram a sobrevivéncia de larvas e camundongos
imunossuprimidos infectados com Trichosporon asahii, T. asteroides e T. inkin
(MARINE et al., 2015). O ciclo de vida curto permite obter resultados mais rapidamente
como no caso da infeccdo por Paracoccidioides spp., onde em 7 dias os resultados
de reducdo da carga fungica em larvas de G. mellonella tratadas com AMB ou
itraconazol foram obtidos, comparado com a média de 60 dias em estudos utilizando
murinos (de LACORTE SINGULANI et al.,, 2016). A toxicidade de agentes
antimicrobianos também apresenta uma correlacdo como visto em mamiferos: o
estudo da toxicidade de complexos de fenantrolina mostrou que o composto e dose
mais téxicos nas larvas também foram o0s mais toxicos nos camundongos,
demonstrando o potencial de identificacdo da toxicidade previamente nas larvas,
antes de aplicar em modelos mais complexos (McCANN et al., 2012).

Estudos com larvas de G. mellonella também mostram uma correlacdo das
doses eficazes com as utilizadas em humanos. O aumento da sobrevida e diminui¢ao
da melanizagdo em larvas infectadas com C. albicans ocorreu com a administracédo
de AMB (1 mg/kg), dose comparavel aos niveis alcancados na pratica clinica (maximo
de 1,5 mg/kg/dia); do mesmo modo, doses comparaveis aos utilizados em humanos
de AMB e caspofungina (2,4 mg/kg) preservaram a sobrevivéncia in vivo quando
infectadas com C. tropicalis, assim como FLC (3, 6 e 12 mg/kg) e AMB reduziram a
carga fangica e a formacédo de nddulos melanizados no tecido larval (KAVANAGH &
SHEEHAN, 2018).

Essas evidéncias reforcam o potencial da utilizacdo do modelo larvario de G.
mellonella na avaliacdo da relacdo patégeno-hospedeiro, toxicidade e da eficacia da
terapia antifingica de novas moléculas e de formulagfes farmacéuticas, empregando
parametros como taxa de sobrevivéncia e reducdo dos sintomas associados ao
estabelecimento da infeccdo (KAVANAGH & SHEEHAN, 2018).
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar a eficicia antifangica da miltefosina em nanocarreador de alginato sobre

Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus e Candida auris.

Objetivos especificos

1. Produzir a miltefosina em sistema nanocarreador de alginato;

2. Determinar a susceptibilidade a miltefosina livre e encapsulada em nanocarreador
de alginato de cepas padrdo e isolados clinicos de Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus e Candida auris;

3. Avaliar a atividade anti-Aspergillus e anti-Candida auris da miltefosina livre e em
sistema nanocarreador de alginato em modelo larvario de Galleria mellonella;

4. Avaliar a combinacdo de voriconazol com miltefosina livre e encapsulada em
nanocarreador de alginato sobre Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus usando
ensaios in vitro e o modelo larvario de Galleria mellonella;

5. Padronizar a imunossupressdo em modelo murino.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Micro-organismos

Isolados clinicos de Aspergillus fumigatus (n= 10), Aspergillus flavus (n=9) e
Candida auris (n= 2) foram utilizados neste trabalho. A cepa A. fumigatus ATCC 16913
(American Type Culture Colection) foi cedida pelo Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude - Fundacao Oswaldo Cruz (INCQS, Fiocruz, Rio de Janeiro/RJ,
Brasil); C. auris CBS 10913 e CBS 12766 foram cedidas pelo Laboratério de Micologia
Médica do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo (Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo/SP, Brasil), e todos os isolados clinicos de Aspergillus foram cedidos
gentilmente pelo Dr. Arnaldo L. Colombo (Laboratério de Micologia Especial — LEMI,
Universidade Federal de Sao Paulo, Sdo Paulo/SP, Brasil). Os fungos estéao
estocados a -80 °C em caldo BHI (Brain Heart Infusion) com 20 % de glicerol e foram
recuperados em agar batata dextrose (BDA, para Aspergillus spp.) ou agar Sabouraud

dextose (SDA, para C. auris). As cepas foram subcultivadas, mantidas no mesmo meio
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durante as experimentacdes e cultivadas por 7 dias (Aspergillus spp.) ou 24 h (C. auris)

a 35 °C antes dos experimentos.

3.2 Antifungicos

Anfotericina B desoxicolato (AMB), voriconazol (VRC), fluconazol (FLC),
caspofungina (CAS) e micafungina (MFG) (todos Sigma Aldrich Co., MO, USA) foram
utilizados como antifungicos padrao e miltefosina (MFS, Cayman Chemical Company,
MI, USA) utilizada em todas as avaliacfes realizadas. Todos os antifingicos foram
dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO); exceto MFS dissolvida em agua destilada
estéril, para obtencéo de solugcbes estoque 100 vezes concentradas a -20 °C durante

0S ensaios.

3.3 Producéo da miltefosina encapsulada em nanoparticulas de alginato (MFS-
NA)

As nanoparticulas de alginato foram preparadas pelo método de
emulsificacao/gelificacdo externa, no qual misturou-se alginato de sédio 1 % (m/v)
com tensoativo polisorbato 80 (SPAN 80) a 3 % (m/v) em Oleo de girassol. Essa
mistura foi homogeneizada em vortex por 1 min (30s on/ 30s off/ 30s on) e sonicada
por 10 min (50 on/ 10 off). Em seguida, gotejou-se 1 mL da solugéo de CaClz 0,22 M
com 0,5 % de polaxamer sobre a emulséo sob agitacdo constante. Posteriormente, a
amostra foi sonicada por 5 min (50 on/ 10 off), agitada por 30 min e centrifugada por
5 min a 5000 RPM; descartou-se o sobrenadante e o pellet ressuspendido em
isopropanol para remocao dos residuos, centrifugou-se novamente por 5 min a 5000
RPM e ressuspendeu-se em trealose 10 % para liofilizacdo. A incorporacdo da MFS
(3 mg) é realizada pela adicdo da molécula na suspensdo de alginato. As
nanoparticulas de alginato com miltefosina (MFS-NA) foram liofilizadas e o poé
armazenado a -20 °C (SPADARI et al., 2019).

Como controle de qualidade da produgcdo da miltefosina encapsulada em
nanoparticulas de alginato, parametros como o didmetro médio (Dz), distribuicdo de
tamanhos ou polidispersao (Pdi) e potencial zeta () foram monitorados pela técnica
de espectroscopia de correlacdo de fotons no equipamento ZetaPals-Zeta Potential

Analyzer (Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, NY), equipado com um
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laser de 677 nm e dynamic light-scattering (DLS) a 90°. Outros parametros como
eficiéncia de incorporacéo da miltefosina, ensaio de liberacdo da miltefosina em meio
aquoso, estabilidade quimica em diferentes pH e apds armazenamento a -20 °C por
até 3 meses ja foram estabelecidos pelo nosso grupo de pesquisa (ISHIDA et al.,
2017).

Para a utilizacdo nos testes, ressuspendeu-se a MFS-NA liofilizada em PBS
(Phosphate Buffer Saline, pH 7,4) estéril até atingir a concentragdo de trabalho da

MFS para realizar os testes.

3.4 Teste de susceptibilidade aos antifungicos

3.4.1 Aspergillus spp.

A susceptibilidade de Aspergillus spp. aos antifungicos padréo e a miltefosina
livre (MFS) e incorporada em nanoparticulas de alginato (MFS-NA) foi determinada
pelo método de microdiluicdo em caldo como descrito no documento M38-A2 (CLSI,
2008). Diluicdes seriadas dos antifiungicos e MFS-NA foram feitas no meio RPMI 1640,
com tampao acido 3-morfolinapropanossulfénico (MOPS) 0.16 M, pH 7.0 (ambos da
Sigma Chemical Co., Missouri, USA) em microplacas de 96 pocos de fundo chato para
obter concentracdes de 0,03 a 16 pg/mL dos antifungicos padrédo (AMB e VRC); 0,12
a 64 pg/mL de MFS e 1,17 a 600 pg/mL de MFS-NA. Posteriormente, adicionou-se a
suspensdo de conidios padronizada a 5 x 10* UFC/mL em cada poco e as microplacas
foram incubadas a 35 °C por 48 h.

A concentracao inibitéria minima (CIM) para todos os compostos foi definida
visualmente como a menor concentracdo dos compostos que inibe 50 % do
crescimento fungico, exceto para a AMB, em que CIM foi definida como a menor
concentracdo que inibe 90 % do crescimento fungico (CLSI, 2008). A concentracéo
efetiva minima (CEM) foi determinada como a menor concentracdo capaz de causar
alteracdes morfoldgicas da hifa (espessura, comprimento e/ou mudancga no padréo de
ramificac@o das hifas). A morfologia das hifas foi visualizada utilizando o microscopio
optico invertido (aumento de 200x) e a analise feita pela comparacdo dos pogos
tratados com o grupo sem tratamento (controle). Apés a leitura da CIM e CEM,

determinou-se a concentragao fungicida minima (CFM) a partir do subcultivo de todas
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as amostras em que houve inibicdo de crescimento fungico em placas contendo BDA
livre de antifungico. As placas foram incubadas a 35 °C por 48 h e entdo determinada
a menor concentracdo do composto capaz de inviabilizar aproximadamente 99 % do

crescimento fangico.

3.4.2 Candida auris

A susceptibilidade de Candida auris aos antifungicos padrdo, MFS e MFS-NA
foi caracterizada de acordo com o método de microdiluicdo em caldo como descrito
no documento E. Def 7.3.1 (EUCAST, 2017). Diluicdes seriadas feitas no meio RPMI
1640 (suplementado com 2 % de glicose), com tamp&o MOPS 0.16 M, pH 7.0 (ambos
da Sigma Chemical Co., Missouri, USA) em microplacas de 96 pocos de fundo chato
para obter concentracfes de 0,03 a 16 pug/mL dos antifungicos padrao (AMB, VRC,
CAS e MFG); 0,12 a 64 pg/mL de MFS ou FLC; e 1,17 a 600 pg/mL de MFS-NA.
Posteriormente, adicionou-se a suspensao celular ajustada na concentracdo de 1 x
10° UFC/mL em cada pogo e as microplacas incubadas a 35 °C por 24 h.

A concentracéo inibitéria minima (CIM) para todos os compostos foi definida
apos a leitura da absorbancia do crescimento fungico, no comprimento de onda de
530 nm, como a menor concentracdo que inibe 50 % do crescimento fuingico para
todos os antifungicos, exceto AMB, definida como a menor concentragdo que inibe
90 % do crescimento (EUCAST, 2017). Além disso, determinou-se a concentracao
fungicida minima (CFM) pelo subcultivo de todas as amostras em que houve inibicdo
de crescimento fungico. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 h e entéo
estabelecida a menor concentracado do composto capaz inibir aproximadamente 99 %

do crescimento das leveduras.

3.4.3 Interpretacéo dos resultados de CIM e CFM

A sensibilidade dos isolados clinicos aos antifungicos padréo (AMB, VRC, FLC,
MFG e CAS) foi determinada pelos valores de ponto de corte definidos pelo protocolo
M38-A2 do Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) e discutido por
Espinel-Ingroff e colaboradores (2010, 2011) para as cepas Aspergillus spp.; enquanto
para C. auris, apesar de nao ter definidos os valores de ponto de corte clinicos,
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utilizamos os valores recomendados pelo Centers for Disease Control and Prevention
— CDC, baseado nos dados atuais para a espécie e nos estabelecidos para espécies
de Candida intimamente relacionadas (CDC, 2020) como descritos na Tabela 1.

O efeito fungicida é definido como a capacidade de um agente inviabilizar 99,9 %
das células fungicas in vitro, enquanto o efeito fungistatico demonstra potencial de
inibicdo do crescimento microbiano na presenca do composto, mas que esse
crescimento € retomado quando removido (LEWIS & GRAYBILL, 2008). As moléculas
foram consideradas fungicidas quando os valores de CFM eram iguais ou até 4 vezes
maiores que o valor encontrado de CIM (CFM < 4xCIM), caso contrario foram definidas

como fungistaticos (LUIZ et al., 2015).

Tabela 1 - Interpretacdo dos valores de ponto de corte utilizados nos testes de sensibilidade aos
antifangicos padréo.
Valores de corte epidemiologico (ESPINEL-INGROFF et al., 2010, 2011) (pg/mL)

Aspergillus fumigatus Aspergillus flavus
S< R > S< R >
Anfotericina B 2 2 4 4
Voriconazol 1 1

Tentativa de valores de corte clinico Candida auris (CDC, 2020) (ug/mL)

S< R 2
Anfotericina B 32 32
Voriconazol ND ND
Fluconazol 2 2
Caspofungina 2
Micafungina 4 4

S: sensivel; R: resistente; ND: ndo definido

3.4.4 Ensaio de checkerboard: combinacéo de farmacos

Para analisar a combinagcao de VRC com MFS livre sobre os dois isolados
clinicos de Aspergillus spp. representativos (A. fumigatus 1220 e A. flavus 998) foi
utilizado o ensaio de checkerboard através da microdiluicdo em caldo segundo o
protocolo descrito previamente (PHILIP et al., 2005). VRC e MFS foram diluidos
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seriadamente 1:2 para obter concentracfes finais de 0,25xCIM a 8xCIM, em meio
RPMI 1640 tamponado com MOPS 0,165 M, nos pocos de A — G (para VRC) e nos
pocos de 8 — 2 (para MFS) da microplaca de 96 poc¢os. Os pocos da linha H e da
coluna 1 contém as respectivas concentracdbes de VRC e MFS sozinhos.
Posteriormente, foram dispensados 100 pL da suspensdo de conidios padronizada
previamente para 5 x 10* UFC/mL em todos os pogos. O controle de crescimento
(fungo+meio) foi feito na coluna 9 e o controle de esterilidade (meio) na coluna 10. As
placas foram incubadas a 35 °C por 48 h e realizadas as leituras visual e
espectrofotométrica a 492 nm.

A interpretacdo das combinacdes de VRC com MFS foi realizada pela
determinac&o do indice de Concentrac&o Inibitéria Fracionada (ICIF), o qual se deve
a somatoria da Concentragdo Inibitéria Fracionada (CIF) do VRC (CIM
combinado/CIM sozinho) com a CIF da MFS (CIM combinado/CIM sozinho). O ICIF <
0,5 indica um efeito sinérgico; ICIF > 0,5 e < 4 corresponde a indiferenca e o ICIF =2 4
indica antagonismo (PHILIP et al., 2005).

3.5 Modelo experimental de Galleria mellonella

As larvas de Galleria mellonella foram cultivadas e mantidas no Laboratorio de
Quimioterapia Antifangica (Departamento de Microbiologia, USP), sendo incubadas a
30 °C e alimentadas com pélen e cera de abelha. Para realizacdo dos ensaios
experimentais, foram utilizadas larvas adultas no fim do estagio de desenvolvimento,
momento em que medem 2 a 2,5 cm de comprimento e pesam 150 a 200 mg
(SPADARI et al., 2019).

3.5.1 Avaliacéo da viruléncia em modelo larvéario de Galleria mellonella

Apbs a formacao de um grupo controle (sem infec¢éo) e um grupo infectado e
nao tratado, com 20 larvas cada, foi administrado no grupo infectado, utilizando
seringa Hamilton®, 10 yuL da suspensdo celular na ultima pro-leg e 10 pL de PBS
estéril no grupo controle (ndo infectado). Os grupos foram incubados a 37 °C em
placas de Petri contendo polen e cera de abelha e avaliados quanto a sobrevivéncia

e a morbidade, diariamente, por 5 dias.
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3.5.1.1 Aspergillus spp.

Os isolados clinicos 1220 e 998 de A. fumigatus e A. flavus, respectivamente,
foram selecionados para os testes in vivo baseado nos ensaios prévios de
susceptibilidade, sendo entdo cultivados em tubos de ensaio contendo agar BDA e
incubados a 35 °C durante 7 dias. Os conidios foram coletados utilizando solugéo
salina estéril (cloreto de sédio 0,85 %; tween 80 0,1 %) e a concentracao do inéculo
foi ajustada para 1 x 107 conidios/mL com PBS.

3.5.1.2 Candida auris

Os isolados clinicos CBS 10913 e CBS 12766 de Candida auris foram utilizados
apos o cultivo em 5 mL de caldo Sabouraud dextrose a 35 °C por 24 h. As células
foram lavadas duas vezes com PBS por centrifugacdo (5000 RPM por 10 min) para

retirada do meio de cultura e a concentracéo do inéculo ajustada para 5 x 10’ UFC/mL.

3.5.2 Analise da eficacia antifungica da miltefosina livre e incorporada em

nanoparticulas de alginato em modelo de aspergilose em larvas de Galleria mellonella

As suspensbes de conidios dos isolados de Aspergillus spp. selecionados
foram padronizadas para 1 x 107 conidios/mL. As larvas foram infectadas injetando,
com auxilio de uma seringa Hamilton®, 10 puL da solucdo de conidios (1 x 10°
conidios/larva) na ultima pro-leg. Apés 30 min foram administrados 10 pL, em pro-leg
diferente, dos tratamentos: AMB 20 ou 40 mg/kg (4 ou 8 pg/larva, respectivamente),
VCR 10 ou 20 mg/kg (2 ou 4 ug/larva, respectivamente) e MFS 20 ou 40 mg/kg (4 ou
8 ug/larva, respectivamente). Para o tratamento com MFS-NA foram injetados 20 uL
utilizando seringa de 1 mL BD® com agulha 0,3 x 13 mm, devido a viscosidade da
formulacdo, na dose de 100 mg/kg (20 pg de MFS/larva). As doses foram
determinadas baseadas em dados prévios utilizando este modelo invertebrado
(SPADARI et al., 2019; SPADARI et al., 2020). Foram adicionados grupos controles:
nao infectado (grupo PBS) e infectado e n&o tratado (grupo néo tratado) (MAURER et
al., 2015). Os grupos (n= 20 larvas/grupo) foram incubados a 37 °C em placas de Petri
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contendo pdlen e cera de abelha e avaliados quanto a sobrevivéncia e a morbidade,

diariamente, por 5 dias.

3.5.3 Andlise da combinacao da miltefosina livre e incorporada em nanoparticulas de

alginato com voriconazol em modelo de aspergilose em larvas de Galleria mellonella

Para a avaliacdo da combinacgéao entre MFS ou MFS-NA com VRC, as larvas
foram infectadas com 1 x 10° conidios/larva como descrito no tépico anterior, e
tratadas apds 30 min com as combinacgfes: MFS 20 mg/kg + VRC 10 mg/kg (4+2
ug/larva, respectivamente) ou MFS-NA 100 mg/kg + VRC 10 mg/kg (20+2 pg/larva,
respectivamente). Foram incluidos os grupos controles ndo infectado (PBS) e
infectado e néo tratado (ndo tratado). Todos os grupos foram incubados a 37 °C em
placas de Petri contendo pdlen e cera de abelha e avaliados quanto a sobrevivéncia

e a morbidade, diariamente, por 5 dias.

3.5.4 Analise da eficacia antifiungica da miltefosina livre e incorporada em
nanoparticulas de alginato em modelo de candidiase sistémica em larvas de Galleria

mellonella

A suspensao celular de Candida auris (CBS 10913 ou CBS 12766),
previamente cultivada em caldo Sabouraud por 24 h a 35 °C, foi ajustada para 5 x 10’
UFC/mL. Infectou-se as larvas injetando 10 pL da suspenséo celular (5 x 10°
conidios/larva) na ultima pro-leg. Apds 30 min injetou-se 10 L, em pro-leg diferente,
dos tratamentos: AMB 1, 10 ou 20 mg/kg (0,2, 2 ou 4 pg/larva, respectivamente), FLC
20 ou 40 mg/kg (4 ou 8 pugl/larva, respectivamente), MFS 20 ou 40 mg/kg (4 ou 8
pg/larva, respectivamente) e MFS-NA 100 mg/kg (20 pg/larva). Foram feitos grupos
controles nao infectado (grupo PBS) e infectado n&o tratado (grupo nédo tratado)
(SHERRY et al., 2017). Os grupos (n= 20 larvas/grupo) foram incubados a 37 °C em
placas de Petri contendo pdlen e cera de abelha e avaliados quanto a sobrevivéncia

e a morbidade, diariamente, por 5 dias.
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3.5.5 Avaliacéo da sobrevivéncia e da morbidade de larvas de Galleria mellonella

A cada 24 h durante 5 dias foi avaliado o numero de larvas sobreviventes e o
indice de saude pela analise da mobilidade, formacéo de pupa e melanizacdo como
descrito na Tabela 2. A curva de morbidade foi realizada utilizando a soma destes
parametros, onde a maior nota (10) representa a melhor condicdo de saude da larva
(LOH et al., 2013).

3.5.6 Determinacao da carga fungica em larvas de Galleria mellonella

A carga fungica no tecido larval foi estabelecida 24 h apds a infeccdo e
tratamentos para A. fumigatus, A. flavus e C. auris CBS 12766 devido a alta viruléncia
das cepas, e 48 h apods infeccdo para C. auris CBS 10913 (4 larvas por grupo). As
larvas foram pesadas maceradas para a obtencdo de um homogenato. Uma aliquota
de 10 pL deste foi plaqueado em agar (BDA para Aspergillus ou SDA para C. auris)
com 50 mg/L de cloranfenicol. As placas foram incubadas a 35 °C e a contagem de
colonias realizada depois de 24-48 h para determinar o numero de unidades
formadores de col6nia por grama de larva (UFC/g) e, posteriormente, calculados os
valores de Log UFC/g (SPADARI et al., 2019).

Tabela 2 - Sistema de pontuacado do indice de sautde em modelo de Galleria mellonella (de BASTIANI,
2018 adaptado de LOH et al., 2013)

Categoria Descrico Nota
Sem movimento
Movimento minimo ao estimulo
Movimento quando estimulada
Movimento sem estimulo
Sem casulo

Formacéo de casulo Casulo parcial
Casulo total
Larva preta
Larva marrom com pontos pretos
Melanizacao =3 pontos pretos em larva bege
<3 pontos pretos em larva bege
Sem melanizacéo
Morta
Viva

Atividade

O|WNEFLO

o
5

Sobrevivéncia

NOIRWNEOIR
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3.5.7 Andlise histopatolégica

Para a avaliacdo histopatoldgica, 2 larvas de cada grupo experimental foram
fixadas em solucdo de formaldeido 10 % em PBS, processadas e as seccles
histoldgicas sagitais foram coradas utilizando hematoxilina-eosina (HE). O servico de
processamento das laminas foi realizado pelo laboratério Histocell (Pinheiros, S&o
Paulo, SP). As andlises semi-quantitativas da carga fungica, foram realizadas em
microscopio Optico no aumento de 400x (DM750, Leica, Sado Paulo, Brasil) baseadas
no protocolo descrito previamente (QUINTELLA et al.,, 2011) com modificactes,
utilizando como parametro a quantidade de elementos fungicos visualizados por
campo, segundo a classificacao: 0) nenhum; +) limitado; ++) médio; +++) alto e ++++)
muito alto (QUINTELLA et al., 2011; de BASTIANI, 2018) (Tabela 3). Adicionalmente,
foram analisados critérios como a disseminacao das estruturas fungicas ao longo do
tecido, a quantidade de granulomas contendo esses elementos, além da presenca de
estruturas de reproducéo assexuada (conidioforos, fidlides e conidios).

Tabela 3 — Critérios para analise semi-quantitativa da carga fangica nas secc¢des histoldgicas de larvas
de Galleria mellonella (baseado em QUINTELLA et al., 2011 e adaptado de de BASTIANI, 2018).

Carga fangica Critérios
0 Sem fungos
+ Até 5 elementos por campo
++ De 6 a 20 elementos por campo
+++ De 20 a 50 elementos por campo
++++ Mais de 50 elementos por campo

Seccdes visualizadas no aumento de 400x em microscépio optico.

3.6 Padronizacdo da imunossupressdo em modelo murino
3.6.1 Animais

O desenvolvimento desse projeto teve a aprovagdo da Comissdo de Etica no
Uso de Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo
(CEUA — ICB/USP) protocolada sob o niumero 5026060618. Os animais utilizados
neste trabalho foram camundongos machos isogénicos da linhagem BALB/c
originados do Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de Sé&o
Paulo — FMUSP, Sao Paulo/SP, Brasil, com idade de 6-8 semanas e pesando 20-25
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g, mantidos no Biotério de Experimentacdo Animal do Departamento de Microbiologia
(ICB/USP) e utilizados de acordo com as normas estabelecidas pelo Conselho

Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.6.2 Padronizag¢do da imunossupressao

Para o estabelecimento da aspergilose e candidiase invasiva em modelo
murino € necessaria a imunossupressdo, segundo o protocolo previamente
estabelecido (HAGER et al., 2018). Cinco animais foram submetidos a duas doses de
ciclofosfamida (Sigma Aldrich Co., MO, USA) intraperitoneal, sendo uma no dia -3
(200 mg/kg) e uma no dia +1 (150 mg/kg). A contagem de leucécitos foi realizada a
cada 48 h para acompanhar a leucopenia dos animais e validar o protocolo de
imunossupressao.

Uma amostra de sangue (aproximadamente 50 pL) foi colhida de cada
camundongo, por meio da veia lateral caudal, em tubo de polipropileno contendo acido
etilenodiamino tetra-acético - EDTA (4,2 mg/mL). O nuamero total de leucécitos foi
determinado utilizando 20 pL de sangue total, acrescido de 400 pL de solucéo de Turk
(acido acético glacial 1 %; violeta genciana 0,01 %) e a contagem realizada em camara
de Neubauer (adaptado de BJORNER & ZHU, 2019).

3.7 Andlise estatistica

Todas as analises estatisticas deste trabalho foram realizadas no programa
Graphpad Prism 5.0 (GraphPad, La Jolla, CA). As curvas de sobrevivéncia das larvas
de G. mellonella e de carga fungica no tecido larval foram avaliadas pelo método de
Andlise de Variancia Unidirecional, seguido do teste de Dunnett (One-way ANOVA,
Dunnett’s post-test). As curvas de morbidade das larvas de G. mellonella foram
avaliadas pelo método de Andlise de Variancia Bidirecional (Two-way ANOVA).
Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Producédo da miltefosina encapsulada em nanoparticulas de alginato (MFS-
NA)

O encapsulamento da miltefosina em nanoparticulas de alginato (MFS-NA) foi
realizado pela técnica de emulsificacdo e gelificacdo externa de acordo com o
protocolo previamente estabelecido (ISHIDA et al.,, 2017; SPADARI et al., 2019).
Como controle de qualidade da metodologia de obtencdo das nanoparticulas,
parametros como tamanho médio, polidispersdo e potencial zeta foram determinados:
tamanho médio das particulas de 261,2 + 38,5 nm, distribuicAo de tamanhos
(polidisperséao - Pdi) de 0,39 + 0,12 e potencial zeta de -27,8 mV, corroborando com
Spadari (2018) e Ishida e colaboradores (2017), confirmando a reprodutibilidade do

método.

4.2 Teste de susceptibilidade aos antifungicos
4.2.1 Aspergillus spp.

A susceptibilidade dos isolados clinicos de Aspergillus spp. aos antifingicos
padrdao e a MFS livre e encapsulada em nanoparticulas de alginato (MFS-NA) foi
determinada mediante 0 método de microdiluicdo em caldo como descrito no
documento M38-A2 (CLSI, 2008). A concentracgdo inibitéria minima (CIM) dos isolados
de A. fumigatus variou de 0,06 a 0,5 pg/mL para AMB, de 0,12 a 0,5 ug/mL para VRC,
de 0,5 a 2 ug/mL para MFS e de 18,7 a 600 pg/mL para MFS-NA. Todos os isolados
testados foram considerados sensiveis para os antifungicos padrdo segundo os
valores de ponte de corte definidos pelo protocolo (CLSI, 2008; ESPINEL-INGROFF
et al., 2010).

Também foi verificada a alteracdo morfoldgica das hifas determinando-se a
concentracdo efetiva minima (CEM). Os valores de CEM variaram de 0,06 a 0,25
png/mL para AMB (exceto para a cepa 1232); 0,5 a 2 ug/mL para VRC; 0,5 a 2 para
MFS (exceto para a cepa 1232); e 4,7 a 37,5 ug/mL para MFS-NA. Pdde-se notar que
a MFS-NA causou diminuicdo na espessura e comprimento das hifas, quando
comparado com o controle ndo tratado (Figura 1). Além disso, foi observado o efeito
fungicida de AMB, VRC e MFS frente a todos os isolados testados (Tabela 4).

55



Figura 1 — Efeito da miltefosina encapsulada em nanopatrticulas de alginato (MFS-NA) sobre as hifas
do isolado clinico 1220 de Aspergillus fumigatus.

NAO TRATADO 9,4 pg/mL 300 pg/mL 600 pg/mL

AlteracBes morfoldgicas foram visualizadas em microscopio éptico invertido no aumento de 200x. Os
conidios (5 x 10 conidios/mL) foram expostos a diferentes concentracdes de MFS-NA por 48 h a 35
°C. NAO TRATADO - sem adigéo da MFS-NA. As setas indicam as alteracdes observadas: pretas -
espessura das hifas (mais finas); cinzas - padréo de ramificagdo; brancas — tamanho das hifas (mais
curtas). Barras: 25 um.

Isolados de A. flavus exibiram um perfil mais tolerante a todos os antifingicos
testados quando comparado aos isolados de A. fumigatus. Verificou-se valores de
CIM de 0,12 a 1 pg/mL para AMB; 0,06 a 0,25 pg/mL para VRC; 2 a 16 ug/mL para
MFS; e 300 a 600 pg/mL para MFS-NA. Apesar de mais tolerante, os isolados de A.
flavus testados foram sensiveis para os antifingicos convencionais segundo o
documento do CLSI (CLSI, 2008). Foi determinado a CEM, que variou de 0,12 a 2
pg/mL para AMB; 0,5 a 2 ug/mL para VRC; 0,5 a 16 pg/mL para MFS; e 18,7 a 300
pg/mL para MFS-NA. Observou-se que a MFS, assim como o VRC, promoveu
alteracdo no padrao de ramificacdo, além de interferir no comprimento e espessura
das hifas. Ja o efeito da MFS-NA foi similar ao encontrado com as cepas de A.
fumigatus (Figura 2). Adicionalmente, pode-se caracterizar a MFS como fungistéatica

para a maioria dos isolados de A. flavus testados, como mostrado na Tabela 5.
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Figura 2 — Alteragbes morfologicas das hifas do isolado clinico 998 de Aspergillus flavus expostas a
diferentes compostos.

As hifas foram visualizadas em microscépio 6ptico invertido no aumento de 200x. O inéculo fungico de
5 x 104 conidios/mL foi incubado com os compostos a 35 °C por 48 h. NAO TRATADO — sem adi¢io
de drogas; VRC — voriconazol 1 pg/mL; MFS — miltefosina 0,5 pg/mL; MFS-NA — miltefosina em
nanoparticulas de alginato 18,7 pg/mL. As setas indicam as altera¢des observadas: brancas —tamanho
das hifas (mais curtas); cinzas - padrdo de ramificacdo; pretas - espessura das hifas (mais finas). Barras:
25 um.
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Tabela 4 - Susceptibilidade de isolados clinicos de Aspergillus fumigatus a anfotericina B (AMB), voriconazol (VRC), miltefosina livre (MFS) e encapsulada em
nanoparticulas de alginato (MFS-NA). Valores de Concentracao Inibitéria Minima (CIM), Concentragcao Efetiva Minima (CEM) e Concentracdo Fungicida

Minima (CFM) estédo expressos em pg/mL. *efeito fungicida.

AMB VRC MFS MFS-NA
Aspergillus fumigatus

CIM CEM CFM CIM CEM CFM CIM CEM CFM CIM CEM

1213 0,06 0,12 1 0,12 1 0,25* 2 2 2* 600 18,7
1220 0,12 0,12 1 0,50 1 1* 2 2 2* 300 9,4
1228 0,06 0,12 1 0,12 2 0,50* 2 2 2* 600 37,5
1232 0,25 >16 0,50* 0,25 0,50 0,50* 2 >64 8* 600 9,4
1238 0,12 0,06 0,50* 0,50 2 1* 2 2 2% 600 4,7
1304 0,06 0,12 0,25* 0,12 0,50 0,50* 2 2 2* 300 18,7
1341 0,12 0,25 0,50* 0,25 1 0,50* 0,50 0,50 1* 18,7 18,7
1343 0,12 0,12 1 0,12 2 1 2 2 8* 600 9,4
1359 0,06 0,06 0,50 0,25 1 0,25* 2 0,50 2* 600 18,7
1392 0,12 0,12 1 0,25 2 0,25* 2 2 2* 600 18,7
ATCC 16913 0,12 0,12 0,50* 0,25 1 0,25* 2 2 2% 600 37,5
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Tabela 5 - Susceptibilidade de isolados clinicos de Aspergillus flavus a anfotericina B (AMB), voriconazol (VRC), miltefosina livre (MFS) e encapsulada em
nanoparticulas de alginato (MFS-NA). Valores de Concentracao Inibitéria Minima (CIM), Concentracéo Efetiva Minima (CEM) e Concentragao Fungicida Minima

(CFM) estdo expressos em pg/mL. *efeito fungicida.

AMB VRC MFS MFS-NA

Aspergillus flavus
CIM CEM CFM CIM CEM CFM CIM CEM CFM CIM CEM

805 1 0,50 16 0,25 2 4 16 4 >64 600 150
846 1 1 >16 0,25 1 2 2 0,50 >64 600 18,7
882 1 1 2* 0,12 0,50 2 2 1 >64 600 37,5
901 1 0,50 8 0,25 2 16 2 1 >64 600 300
953 1 1 16 0,12 1 >16 16 16 >64 300 150
981 1 0,50 2* 0,25 2 4 2 0,50 >64 600 37,5
998 0,12 0,12 0,25* 0,06 1 16 2 0,50 >64 600 18,7
1007 1 2 8 0,25 2 8 16 16 16* 600 150
1043 1 2 16 0,12 2 4 16 4 32* 600 300
1048 0,50 1 1* 0,25 2 4 2 1 >64 600 300
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4.2.2 Candida auris

A susceptibilidade de duas cepas de Candida auris aos antifungicos padrao,
MFS e MFS-NA foi caracterizada de acordo com o método de microdiluicdo em caldo
como descrito no documento E. Def 7.3.1 (EUCAST, 2017). Os isolados foram
caracterizados como sensiveis aos antifungicos padrdo; exceto para FLC que
apresentou CIM >64 pg/mL para CBS 12766, segundo os valores de ponto de corte
definidos pelo CDC - Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2020). A MFS
apresentou efeito inibitério em concentracdes de 0,5 e 2 ug/mL e fungicidaem 1 e 2
pg/mL para os isolados CBS 10913 e CBS 12766, respectivamente. Identificou-se a
CIM da MFS-NA de 37,5 pg/mL e o efeito fungicida em 125 pg/mL frente ao isolado
CBS 10913. Nao foi observada atividade inibitéria da MFS-NA em nenhuma

concentracdo testada com a cepa CBS 12766 (Tabela 6).

Tabela 6 - Susceptibilidade de Candida auris aos antifingicos padrao, miltefosina livre (MFS) e em
nanoparticulas de alginato (MFS-NA). Valores de Concentragédo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo
Fungicida Minima (CFM) estao expressos em pg/mL.

CBS 10913 CBS 12766
CIM CFM CIM CFM
Anfotericina B 0,06 0,50 0,25 0,50
Voriconazol <0,03 16 0,50 >16
Fluconazol 2 >64 >64R >64
Caspofungina <0,03 2 0,25 >16
Micafungina <0,03 8 0,06 16
Miltefosina 0,50 1 2 2
MFS-NA 37,5 125 >600 >600

RResistente

4.4.3 Combinacao de farmacos

Para avaliar o possivel efeito sinérgico da combinacéo entre VRC e MFS livre
sobre os isolados representativos de Aspergillus spp. utilizamos a técnica de
checkerboard que permite testar a combinacao de 7 diferentes concentracdes a partir

dos valores de CIM conhecidos para A. fumigatus (VRC = 0,5 pg/mL; MFS = 2 pg/mL)
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e para A. flavus (VRC = 0,06 pug/mL; MFS = 2 yug/mL). Das combinacfes testadas
determinaram-se as menores concentracées combinadas que levaram a inibicdo de
50 % do crescimento, e somente 3 combinagfes foram consideradas sinérgicas para
A. fumigatus 1220: 0,12 pg/mL VRC + 0,25 pg/mL MFS (ICIF = 0,37); 0,06 pg/mL VRC
+ 0,25 pg/mL MFES (ICIF = 0,24); 0,06 pg/mL VRC + 0,5 pg/mL MFS (ICIF = 0,37)
(Figura 3A). Entretanto, nenhuma combinacéao foi considerada sinérgica para o isolado
998 de A. flavus, como destacado no isobolograma, em que indica todas as
combinacdes com inibicdo do crescimento e a curva proxima a linha de interseccao
dos valores de CIM sozinhas (Figura 3B), em contraste com a curva mais acentuada

do isobolograma das combinacdes sobre A. fumigatus (Figura 3A).

Figura 3 — Ensaio de checkerboard e isobologramas das combina¢Bes de voriconazol (VRC) e
miltefosina (MFS) contra isolados clinicos de Aspergillus spp.

A 1 Aspergillus fumigatus 1220
0.9 CIM (ug/mL)
0.8 VRC MES ICIF RESULTADO
2 0.7 0,50 0 1 INDIFERENTE
£ o6 0,25 0,25 0,62  INDIFERENTE
3 05 ¢ 0,12 0,25 0,37 SINERGISMO
€ g4 006 025 024 SINERGISMO
0.3 0,06 0,50 0,37 SINERGISMO
0.2 0,06 1 0,62 INDIFERENTE
0'1 0,06 2 1,12 INDIFERENTE
g < =9 0 2 1 INDIFERENTE
0 4
0 0.5 1 1,5 2 25
MFS pg/mL
B
0.12 Aspergillus flavus 998
0.105 CIM (ug/mL)
000 VRC MES ICIF RESULTADO
0,06 0 1 INDIFERENTE
E 0,075 0,06 0,25 1,12 INDIFERENTE
2 0.06 & 0,06 0,50 1,25  INDIFERENTE
‘g’ 01045 : 0,03 0,50 0,75 INDIFERENTE
' 0,015 1 0,75 INDIFERENTE
0,03 0,007 1 0,62 INDIFERENTE
S 0007 2 1,12 INDIFERENTE
g —2 0 2 1 INDIFERENTE
0 0,5 1 15 2 25

MFS pg/mL

A: isobolograma de Aspergillus fumigatus 1220; B: isobolograma de Aspergillus flavus 998. VRC:
voriconazol; MFS: miltefosina; CIM: concentragao inibitéria minima; ICIF: indice de concentracdo
inibitéria fracionada. ICIF < 0,5: sinergismo; ICIF > 0,5 e < 4: indiferente; ICIF = 4: antagonismo. A linha
tracejada indica os valores de CIM relacionados com a indiferenca.
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4.3 Modelo invertebrado de Galleria mellonella
4.3.1 Viruléncia de Aspergillus spp.

A viruléncia dos isolados 1220 e 998 de A. fumigatus e A. flavus,
respectivamente, foi estabelecida utilizando 20 larvas infectadas com 1 x 10°
conidios/larva e o grupo controle com injecdo de PBS. A infec¢do por A. fumigatus
levou a 25 % de sobrevivéncia das larvas apoés o terceiro dia de infec¢do, com reducao
do percentual de sobrevivéncia para 18,75 % no ultimo dia de observacéo (Figura 4A).
Apesar de 75 % das larvas estarem vivas no segundo dia ocorreu uma queda dréstica
no indice de salude, que se mantém até o 5° dia (Figura 4B).

A. flavus apresentou maior viruléncia, com reducéao de 73,5 % da sobrevivéncia
dois dias ap6s a infeccdo, seguido da curva similar a de A. fumigatus até o final do
periodo experimental (Figura 4A). Apesar dessa diferenca de um dia na sobrevida
entre as cepas analisadas, a curva de morbidade mostra uma queda brusca no indice
de saude, que permanece até o quinto dia (Figura 4B). A partir desses resultados foi
determinada que essa concentracdo de inéculo (1 x 10° conidios/larva) é adequada
para realizacao dos ensaios de tratamento e foi definido um dia apos a infeccéo para
avaliar a carga fungica de A. flavus e A. fumigatus no tecido larvario de grupos tratados

com antifiingicos e nao tratados.

Figura 4 — Viruléncia dos isolados clinicos Aspergillus fumigatus 1220 e A. flavus 998 em modelo
larvario de Galleria mellonella.

A B
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§ 601 & 6
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20 g ; b} = 2A7* PBS

—&—  Aspergillus fumigatus 1220 —m—  Aspergillus fumigatus 1220
0 —— Asperygillus flavus 998 0 ——  Aspergillus flavus 998
T T T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Dias Dias

Larvas de Galleria mellonella infectadas com 1 x 10° conidios/larva, incubadas a 35 °C e analisadas a
cada 24 h por 5 dias para a construgdo das curvas de sobrevivéncia (A) e indice de saude (B). Os
resultados foram estatisticamente significantes (p < 0,001) quando comparado com 0 grupo n&o
infectado (PBS).
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4.3.2 Andlise da eficacia antifungica da miltefosina livre e incorporada em

nanoparticulas de alginato em modelo de aspergilose em larvas de Galleria mellonella

O tratamento com os antifingicos padréo foram eficientes contra a infeccéo
com A. fumigatus. Observou-se que ambas as doses de VRC utilizadas preservaram
70 % de sobrevivéncia até o quinto dia de infeccdo. A mesma eficiéncia foi observada
para o tratamento com AMB 20 mg/kg, onde 75 % das larvas se mantiveram vivas
apos o periodo de andlise (Figura 5A). AMB na dose de 40 mg/kg foi considerada
toxica devido a queda de 50 % sobrevivéncia, menor indice de saude, além disso,
pela apresentacdo de alteracdes nas caracteristicas fisicas das larvas como reducéo
de tamanho e peso, tecido com coloracdo amarelada, mudanca no padrdo de
mobilidade e presenca de secrec¢des. Todos os tratamentos com AMB e VRC foram
estatisticamente significantes em relacédo ao grupo controle infectado e nao tratado (p
< 0,05).

A MFS apresentou melhor resultado na dose de 20 mg/kg, mantendo 40 % de
sobrevivéncia das larvas até o quinto dia de infeccdo em contraste com 26 % de
sobrevivéncia quando utilizados 40 mg/kg (Figura 5C). Quanto a MFS-NA, foi possivel
observar sobrevivéncia em 55 % das larvas no 5° dia p6s infeccdo quando tratadas
com 100 mg/kg, semelhante com o encontrado para MFS (20 mg/kg). Ambos foram
significativamente diferentes quando comparado ao grupo néo tratado (p < 0,05).
Adicionalmente, o indice de saude das larvas corrobora com os dados de
sobrevivéncia, em que houve diferenca estatistica nos grupos tratados com AMB e
VRC nas duas doses (p < 0,001); MFS em 20 mg/kg (p < 0,01) e MFS-NA 100 mg/kg

(p < 0,05), como exposto nas Figuras 5B e 5D.
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Figura 5 — Curvas de sobrevivéncia e morbidade das larvas de Galleria mellonella infectadas com
isolado clinico 1220 de Aspergillus fumigatus.
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As larvas foram infectadas com 1 x 10° conidios/larva e tratadas ap6s 30 min com diferentes doses de
anfotericina B (AMB), voriconazol (VRC), miltefosina livre (MFS) ou em nanoparticulas de alginato
(MFS-NA). A sobrevida (A e C) e morbidade (B e D) foram avaliadas a cada 24 h durante 5 dias. *p <
0,05, **p < 0,01, **p < 0,001 quando comparado com o grupo nao tratado (Sobrevivéncia: One-way
ANOVA, Dunnett’s post-test; Morbidade: Two-way ANOVA).

A. flavus demonstrou maior tolerancia a todos os tratamentos testados. VRC foi
mais eficiente em 20 mg/kg, com a taxa de sobrevivéncia de 80 % no segundo dia
pés-infeccdo, entretanto, a porcentagem de sobrevivéncia se equipara com a do grupo
tratado com VRC 10 mg/kg ao final do experimento, com 30 % e 40 % de sobrevida,
respectivamente. Os grupos tratados com AMB, em ambas as doses, apresentaram o
mesmo perfil de tolerancia, preservando em torno de 30 % de sobrevivéncia das larvas
apos o quinto dia de infeccdo (Figura 6A). Apesar do aumento da porcentagem de
sobrevivéncia, nenhum tratamento foi estatisticamente diferente do grupo néo tratado.
A curva de morbidade corrobora com os dados da sobrevivéncia e o indice de saude
dos grupos tratados com VRC apresentaram diferencga significativa (p < 0,01) quando

comparado ao néo tratado (Figura 6B). As curvas de sobrevivéncia e morbidade dos
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grupos tratados com MFS e MFS-NA foram similares ao grupo nao tratado, mostrando

gue nédo houve eficacia em nenhuma dose utilizada (Figuras 6C e 6D).

Figura 6 - Curvas de sobrevivéncia e morbidade das larvas de Galleria mellonella infectadas com
isolado clinico 998 de Aspergillus flavus.
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As larvas foram infectadas com 1 x 10° conidios/larva e tratadas apés 30 min com diferentes doses de
anfotericina B (AMB), voriconazol (VRC), miltefosina livre (MFS) ou em nanoparticulas de alginato
(MFS-NA). A sobrevida (A e C) e morbidade (B e D) foram avaliadas a cada 24 h durante 5 dias. **p <
0,01, ***p < 0,001 quando comparado com o grupo nédo tratado (Sobrevivéncia: One-way ANOVA,
Dunnett’s post-test; Morbidade: Two-way ANOVA).

4.3.3 Analise da combinacédo entre miltefosina livre e incorporada em nanoparticulas
de alginato com voriconazol em modelo de aspergilose em larvas de Galleria

mellonella

A partir dos resultados de sobrevivéncia e de morbidade em larvas de G.
mellonella, escolhemos as menores doses de VRC, MFS livre e MFS-NA que
apresentaram resultados significantes para avaliar a combinacdo. Todos o0s
tratamentos aumentaram a sobrevida (p < 0,05, Figura 7A) e melhoraram
significativamente a salude das larvas infectadas com A. fumigatus (p < 0,05, Figura
7B). A combinacdo de MFS + VRC (20 + 10 mg/kg, respectivamente) aumentou a taxa
de sobrevivéncia das larvas infectadas com A. fumigatus 1220 para 78 % apo0s o

terceiro dia de infeccéo e se manteve até o final do experimento, quando comparado
65



com o grupo tratado apenas com MFS 20 mg/kg (40 % no 5° dia), e teve o perfil similar
ao grupo tratado com VRC 10 mg/kg (70 % no 5° dia), com diferenca estatistica entre
MFS + VRC e VRC 10 mg/kg (p < 0,05). J& o tratamento com a combinacgédo de MFS-
NA + VRC (100 + 10 mg/kg, respectivamente) apresentou o mesmo perfil de
sobrevivéncia do grupo tratado com MFS-NA sozinha, com 58 % sobrevivéncia ao
final do periodo de avaliacdo, comparado com 70 % de sobrevivéncia apdés o

tratamento com VRC.

Figura 7 - Curvas de sobrevivéncia e morbidade das larvas de Galleria mellonella infectadas com
isolados clinicos de Aspergillus spp.
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As larvas foram infectadas com 1 x 10° conidios/larva de (A e B) Aspergillus fumigatus 1220 ou (C e D)
Aspergillus flavus 998 e tratadas apés 30 min com voriconazol 10 mg/kg (VRC), miltefosina 20 mg/kg
(MFS), miltefosina em nanoparticulas de alginato 100 mg/kg (MFS-NA) ou as combinagfes MFS + VRC
(20 + 10 mg/kg, respectivamente) ou MFS-NA + VRC (100 mg/kg + 10 mg/kg, respectivamente). A
sobrevida (A e C) e morbidade (B e D) foram avaliadas a cada 24 h durante 5 dias. *p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001 quando comparado com o grupo ndo tratado (Sobrevivéncia: One-way ANOVA,
Dunnett’s post-test; Morbidade: Two-way ANOVA).

As larvas infectadas com A. flavus 998 e tratadas com a combinacdo MFS +
VRC também tiveram a taxa de sobrevivéncia aumentada com 24 % de sobrevida
apos o quinto dia de infec¢do contra apenas 5 % de sobrevivéncia do grupo tratado
com MFS livre sozinha. Ademais, a curva da combinacao se assemelha ao observado
para quando tratadas com VRC sozinho (30 % no 5° dia). Em contraste, observou-se
gue a combinacao de MFS-NA + VRC foi eficiente no aumento significativo (p < 0,001)
da sobrevivéncia das larvas, apresentando uma taxa de 53 % de sobrevida ao final do
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experimento, maior que ambos tratamentos separadamente (Figura 7C). Essa
combinacéo também melhorou significativamente (p < 0,001) a morbidade das larvas
(Figura 7D).

4.3.4 Determinacdo da carga fuangica e analise histopatolégica em larvas de Galleria

mellonella infectadas com isolados clinicos de Aspergillus spp.

A carga fungica no tecido larval de G. mellonella foi determinada 24 h apds a
infeccdo com conidios de Aspergillus spp. O tratamento com ambas doses de AMB
reduziu a carga fungica dos grupos de larvas infectadas com A. fumigatus em cerca
de 1 Log, apesar dessa reducéo nao ter sido estatisticamente significante; enquanto
VRC, somente na maior dose (20 mg/kg), foi capaz de reduzir a carga fangica
significativamente (p < 0,01). O tratamento com MFS livre também reduziu a carga
fungica nas larvas, sendo a ligeira diminuicdo pela dose de 20 mg/kg de
aproximadamente 0,5 Log e uma reducéo significativa (p < 0,01) quando tratadas com
40 mg/kg de MFS (Figura 8A).

Na combinacédo de MFS + VRC (20 + 10 mg/kg, respectivamente) houve uma
diminuicao significativa (p < 0,01) na carga fungica, indicando que a combinacdo
melhorou o desempenho dos farmacos frente a infecgdo. Adicionalmente, houve
diferenca estatistica (p < 0,05) entre o grupo tratado com VRC 10 mg/kg e MFS + VRC,
sugerindo que a combinacéo foi mais eficaz que a monoterapia. Em contrapartida, ndo
foi observada reducdo da carga fangica nos grupos tratados com MFS-NA ou a
combinacdo de MFS-NA + VRC (100 + 10 mg/kg, respectivamente), apesar do
aumento da taxa de sobrevivéncia e melhora no indice de saude das larvas (Figura
8A).

Nenhum tratamento testado foi eficaz na reducéo significativa da carga fungica
no tecido larval infectado com A. flavus, mesmo quando utilizados os antifingicos
convencionais, ou quando combinados, provavelmente devido ao perfil de viruléncia
e maior tolerancia da cepa selecionada (Figura 8B). Contudo, apesar de ndo haver
diferenca estatistica dos tratamentos em relagdo ao grupo néo tratado, observou-se
uma ligeira reducéo da contagem fungica nos grupos tratados com MFS-NA ou MFS-
NA + VRC e a analise estatistica apontou uma reducdo significativa quando
comparado tanto MFS-NA quanto a combinacdo MFS-NA + VRC com VRC 10 mg/kg
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sozinho (p < 0,05), denotando a maior eficacia do tratamento em combinacéo (Figura
8B).

Figura 8 — Carga flngica em larvas de Galleria mellonella infectadas com isolados clinicos de
Aspergillus spp.
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As larvas foram infectadas com 1 x 10° conidios/larva e tratadas ap6s 30 min com diferentes doses de
anfotericina B (AMB), voriconazol (VRC), miltefosina livre (MFS) ou em nanoparticulas de alginato
(MFS-NA) ou as combinagbes MFS + VRC (20 + 10 mg/kg, respectivamente) ou MFS-NA + VRC (100
mg/kg + 10 mg/kg, respectivamente). A determinagdo da carga flangica foi realizada 24 h apés a
infeccdo. A: Aspergillus fumigatus 1220; B: Aspergillus flavus 998. *p < 0,05, **p < 0,01 (One-way
ANOVA, Dunnett’s post-test) comparado com o grupo nao tratado. As linhas na horizontal indicam a
andlise estatistica entre os tratamentos. A linha tracejada representa o limite de deteccao da técnica (+
2,7 Log UFC/g).

A analise semi-quantitativa histopatologica da carga fangica no tecido larval
infectado com A. fumigatus e tratado com os antifiangicos padrdo corrobora com a
contagem de UFC, onde as maiores doses testadas (AMB 40 mg/kg ou VRC 20 mg/kg)
foram mais eficientes na reducéo da contagem flngica tecidual. Destaca-se a evidente
reducdo da carga fungica nos grupos tratados com MFS, ambas as doses, e MFS-NA
(100 mg/kg) quando comparado com o grupo infectado e nao tratado (Tabela 7, Figura
9). O perfil de contagem de elementos fungicos se manteve com as combinacdes
testadas (MFS + VRC e MFS-NA + VRC) quando comparado com os tratamentos
sozinhos, apesar de haver uma reducédo na quantidade de granulomas (Figura 9E e
9F). Observou-se também a presenca de estruturas de reproducdo assexuada no
tecido larval, onde foi possivel contar 12 estruturas no grupo infectado ndo tratado
(Figura 9A), e essa contagem foi reduzida em todos os grupos tratados sendo que

AMB foi mais eficiente (contagem de 0 e 1, nos grupos 20 e 40 mg/kg,
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respectivamente); identificou-se 3 e 5 conidioforos nos grupos tratados com VRC 10
e 20 mg/kg, respectivamente. MFS foi tdo eficaz quanto AMB na reducéo de estruturas
de reproducéo no tecido larval, sendo observada 1 na menor dose (20 mg/kg, Figura
9C) e ausentes nos grupos tratados com MFS (40 mg/kg), MFS-NA (100 mg/kg),
também nas combinacdes MFS + VRC e MFS-NA + VRC (Tabela 7).

Houve uma ligeira reducao na contagem de elementos fungicos de A. flavus no
tecido larval apenas nos grupos tratados com MFS-NA (100 mg/kg) e na combinagéo
de MFS + VRC quando comparado com o grupo infectado e néo tratado, o que
corroborou com a contagem de UFC (Tabela 7, Figura 8B, Figura 10). Em contraste
com o que foi observado para A. fumigatus, ndao foram identificadas estruturas de

reproducado assexuada nos tecidos infectados com A. flavus.

Tabela 7 — Andlise semi-quantitativa da carga flngica e presenca de estruturas de reproducdo em
larvas de Galleria mellonella infectadas com Aspergillus fumigatus ou Aspergillus flavus néo tratadas e
tratadas com anfotericina B (AMB), voriconazol (VRC), miltefosina livre (MFS) ou em nanoparticulas de
alginato (MFS-NA).

Cepas Carga fungica Estruturas de reproducdo Granulomas
Aspergillus fumigatus 1220

PBS 0 0 0
N&o tratado +4 12 0
AMB 20 mg/kg +2 0 +1
AMB 40 mg/kg +1 1 +1
VRC 10 mg/kg +3 3 +4
VRC 20 mg/kg +2 5 +3
MFS 20 mg/kg +2 1 +3
MFS 40 mg/kg +2 0 +2
MFS + VRC +2/+3 0 +1
MFS-NA 100 mg/kg +2/+3 0 +4
MFS-NA + VRC +3 0 +1
Aspergillus flavus 998

PBS 0 0 0
N&o tratado +3 0 0
AMB 20 mg/kg +3 0 +2
AMB 40 mg/kg +3 0 +1
VRC 10 mg/kg +3 0 +2
VRC 20 mg/kg +3 0 +1
MFS 20 mg/kg +3 0 +1
MFS 40 mg/kg +3 0 +1
MFS + VRC +2/+3 0 0
MFS-NA 100 mg/kg +2/+3 0 0
MFS-NA + VRC +3 0 +1

0: sem fungos; +1: até 5 elementos flngicos por campo; +2: de 6 a 20 elementos flngicos por campo;
+3: de 20 a 50 elementos flngicos por campo; +4: mais de 50 elementos flngicos por campo. Laminas
visualizadas por microscopia 6ptica no aumento de 400x.
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Figura 9 — Andlise histopatoldgica do tecido larval de Galleria mellonella infectado com Aspergillus
fumigatus 1220.
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Secgfes histoldgicas do tecido larval de G. mellonella infectado com Aspergillus fumigatus 1220 (1 x
10%UFCl/larva) visualizadas em microscépio 6ptico no aumento de 400x. A: grupo néo tratado; B: grupo
VRC (10 mg/kg); C: grupo MFS (20 mg/kg); D: grupo MFS-NA (100 mg/kg); E: grupo MFS + VRC (20
+ 10 mg/kg, respectivamente); F: grupo MFS-NA + VRC (100 + 10 mg/kg, respectivamente). Setas
pretas indicam conidios; setas brancas indicam estruturas de reproducdo assexuada (conididforos);
setas cinzas indicam hifas. Barras: 50 um.
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Figura 10 — Andlise histopatolégica do tecido larval de Galleria mellonella infectado com Aspergillus
flavus 998.
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Secgfes histoldgicas do tecido larval de G. mellonella infectado com Aspergillus flavus 998 (1 x 10°
UFCllarva) visualizadas em microscépio 6ptico no aumento de 400x. A: grupo ndo tratado; B: grupo
VRC (10 mg/kg); C: grupo MFS (20 mg/kg); D: grupo MFS-NA (100 mg/kg); E: grupo MFS + VRC (20
+ 10 mg/kg, respectivamente); F: grupo MFS-NA + VRC (100 + 10 mg/kg, respectivamente). Setas
pretas indicam conidios; setas cinzas indicam hifas. Barras: 50 um.
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4.3.5 Viruléncia de Candida auris

A viruléncia dos isolados CBS 10913 e CBS 12766 de Candida auris foi
determinada utilizando 20 larvas de G. mellonella por grupo, infectadas com 5 x 10°
UFCl/larva, e um grupo controle néo infectado (PBS). A cepa CBS 12766 foi
caracterizada como altamente virulenta, pois as larvas apresentaram apenas 37,5 %
de sobrevivéncia no primeiro dia pos-infec¢ao, alcancando 100 % de mortalidade no
terceiro dia. Em contraste, a cepa CBS 10913 levou a 12,5 % de mortalidade trés dias
apos a infeccado, seguido por declinio ao longo do periodo de avaliagdo, finalizando o
quinto dia com somente 31,25 % de sobrevivéncia (Figura 11A). Apesar desse perfil
de sobrevivéncia, notou-se que o indice de saude das larvas infectadas com CBS
10913 decaiu consideravelmente (Figura 11B). Com esses dados foi definida a
concentracdo de inéculo (5 x 10° UFC/larva) e os dias 1 e 2 apés a infecgdo (CBS

12766 e CBS 10913 respectivamente) para avaliacdo da carga fangica nas larvas.

Figura 11 — Viruléncia de isolados clinicos de Candida auris em modelo de Galleria mellonella.
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Larvas de Galleria mellonella infectadas com 5 x 105 UFC/larva, incubadas a 35 °C e analisadas a cada
24 h por 5 dias para a construgdo das curvas de sobrevivéncia (A) e indice de saude (B). Os resultados

foram estatisticamente significantes (p < 0,001) quando comparado com o grupo nao infectado (PBS).
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4.3.5 Analise da eficacia antifungica da miltefosina livre e encapsulada em
nanoparticulas de alginato em modelo de candidiase sistémica em larvas de Galleria

mellonella

Os tratamentos com os antifungicos padréo foram eficientes contra a infec¢céo
pelo isolado CBS 10913, reduzindo significativamente a taxa de mortalidade e
melhorando o indice de saude das larvas (p < 0,01). FLC, em ambas as doses, foi 0
melhor tratamento, pois manteve 100 % de sobrevivéncia até o quinto dia de infeccao.
AMB, nas doses de 1, 10 e 20 mg/kg, manteve 100 % e 90 % de sobrevivéncia das
larvas no dltimo dia de analise, respectivamente (Figura 12A). Observou-se também
a efetividade dos tratamentos com MFS livre ou MFS-NA, sendo que 20 mg/kg de
MFS foi capaz de preservar 95 % das larvas até o quinto dia da infeccdo e MFS-NA
(100 mg/kg) apresentou 90 % de sobrevivéncia ao final da analise (p < 0,05 para
ambos, Figura 12C). Importante destacar também a melhora significativa do indice de
saude das larvas em todos os grupos tratados (Figuras 12B e 12D).

O perfil de sobrevivéncia da cepa considerada muito virulenta (CBS 12766) se
manteve mesmo com 0s tratamentos, apesar de uma ligeira melhora na taxa de
mortalidade de todos os grupos tratados até o quinto dia pds infec¢cdo, ndo houve
nenhuma diferenca estatisticamente significativa quando comparado com o0 grupo
infectado e nao tratado (Figura 13A). Por outro lado, observou-se uma melhora
significativa na morbidade das larvas quando tratadas com AMB (10 mg/kg e 20 mg/kg,
p < 0,001 e p < 0,01, respectivamente) ou FLC 40 mg/kg (p < 0,05) (Figura 13B). O
tratamento com MFS prolongou a sobrevivéncia das larvas a 20 %, mas nao foi
estatisticamente significativo; um comportamento similar foi observado quando
tratadas com MFS-NA (Figuras 13C e 13D)
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Figura 12 — Curvas de sobrevivéncia e morbidade das larvas de Galleria mellonella infectadas com

Candida auris CBS 10913.

A
100 x
S 80
Nt L
S 604 —e PBS \
g% —=— Nao tratado
2 404 AMB (1 mg/kg) =~
o —— AMB (10 mg/kg) *
) 00 ~ AMB (20 mg/kg) -
2 —¢ FLC (20 mg/kg) »
—e— FLC (40 mg/kg) =+
0 T T T T T
0 1 2 3 4 5
Dias
(o3
100- —
i | — —— %
S 80 |
SN s H
(]
S 60 l
2 PBS
o ——
§ 401 & Ngo tratado
< -+ MFS (20 mg/kg) *
B 207 .- MFS (40 mglkg)
MFS-NA (100 mg/kg)+
O T T T T T
0 1 2 3 4 5
Dias

indice de Saude

indice de Satde

10
8_
6 Nao tratado
AMB (1 mg/kg) =
49— AMB (10 mglkg) =
—+  AMB (20 mglkg) =+
29 ¢ FLC (20 mg/kg) e
—o~ FLC (40 mg/kg) wer
0 T T T T T
0 1 2 3 4 5
Dias

. g
4-4 —=— N&o tratado
-+ MFS (20 mg/kg) ==
2- ~o- MFS (40 mg/kg) =
MFS-NA (100 mg/kg) ==

0 T T T T T

0 1 2 3 4 5
Dias

As larvas foram infectadas com 5 x 10° UFC/larva e tratadas apds 30 minutos com diferentes doses de
anfotericina B (AMB), fluconazol (FLC), miltefosina livre (MFS) ou em nanoparticulas de alginato (MFS-
NA). A sobrevida (A e C) e morbidade (B e D) foram avaliadas a cada 24 h durante 5 dias. *p < 0,05,
**p < 0,01, **p < 0,001 quando comparado com o grupo néo tratado (Sobrevivéncia: One-way ANOVA,

Dunnett’s post-test; Morbidade: Two-way ANOVA).

74



Figura 13 — Curvas de sobrevivéncia e morbidade das larvas de Galleria mellonella infectadas com
Candida auris CBS 12766.
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As larvas foram infectadas com 5 x 10° UFC/larva e tratadas ap6s 30 minutos com diferentes doses de
anfotericina B (AMB), fluconazol (FLC), miltefosina livre (MFS) ou em nanoparticulas de alginato (MFS-
NA). A sobrevida (A e C) e morbidade (B e D) foram avaliadas a cada 24 h durante 5 dias. *p < 0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001 quando comparado com o grupo nao tratado (Sobrevivéncia: One-way ANOVA,
Dunnett’s post-test; Morbidade: Two-way ANOVA).

4.3.6 Determinacao da carga fungica e analise histopatolégica em larvas de Galleria

mellonella infectadas com isolados clinicos de Candida auris

Houve reducao significativa (p < 0,05) da carga fangica nas larvas infectadas
com o isolado sensivel CBS 10913, em todos os tratamentos utilizados (Figura 14A).
Ambas as doses de MFS livre testadas conseguiram reduzir significativamente 2 Logs
da carga fungica (p < 0,05) assim como MFS-NA (100 mg/kg) (p < 0,001) em larvas
infectadas com CBS 10913 (Figura 14A). Os antifingicos convencionais também
reduziram a carga fungica significativamente (p < 0,05) nas larvas infectadas com CBS
12766, exceto a menor dose de AMB (1 mg/kg). Observou-se uma reducédo de 0,5-1
Log UFC/g ap6s infec¢cdo com CBS 12766 tratadas com MFS (20 e 40 mg/kg) e MFS-

NA (100 mg/kg), apesar de nao ter sido estatisticamente significante (Figura 14B).
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A andlise histopatolégica da carga fungica no tecido larval infectado com o
isolado CBS 10913 evidencia a eficacia dos tratamentos tanto com os antifingicos
padrao quanto com a MFS e MFS-NA, sendo que AMB (10 e 20 mg/kg) foi o
tratamento mais eficiente na reducéo da carga fangica e na reducéo da disseminacgéo
no tecido (Figura 15C); a reducao foi similar nos grupos tratados com AMB (1 mg/kg),
FLC e MFS nas doses testadas (Figuras 15E e 15G). O tratamento com MFS-NA
também reduziu a carga fungica e a disseminacdo no tecido larval de G. mellonella
em comparagao ao grupo néo tratado, o que corrobora com os dados de contagem
de UFC (Tabela 8, Figura 15I).

Os resultados da histopatologia das larvas infectadas com CBS 12766
mostraram uma maior reduc¢éo da carga fungica e dissemina¢do nos grupos tratados
com AMB (10 mg/kg), FLC (ambas doses) e MFS (20 mg/kg) (Figuras 15D, 15F e 15H)
e, apesar de nédo ser significativo na contagem de UFC, houve uma ligeira reducéo
nos grupos tratados com AMB (1 mg/kg), MFS (40 mg/kg) e MFS-NA (100 mg/kg)
(Tabela 8, Figura 15J). Adicionalmente, a andlise do tecido larval permitiu a
visualizagdo do aumento da quantidade de granulomas em alguns grupos,
possivelmente relacionado com a viruléncia da cepa e a capacidade de contencéo da
infeccdo auxiliada pelo tratamento aplicado. Nos grupos infectados com CBS 10913
(menos virulenta), os tratamentos mais eficientes apresentaram menor quantidade de
granulomas, enquanto nos grupos infectados com CBS 12766 (mais virulenta)
houveram mais granulomas nos melhores tratamentos (Tabela 8, Figuras 15C-E e
15G-I).
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Figura 14 — Carga fungica em larvas de Galleria mellonella infectadas com Candida auris.
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Carga fungica do tecido larval de Galleria mellonella infectado com Candida auris 5 x 105> UFC/larva (A:
CBS 10913 ou B: CBS 12766) e tratado apés 30 min com anfotericina B (AMB), fluconazol (FLC),
miltefosina livre (MFS) ou em nanoparticulas de alginato (MFS-NA). Os dados de carga fungica estédo
representados pela média + desvio padrédo. A linha tracejada representa o limite de detec¢édo da técnica
(x 2,7 log UFC/g). *p < 0,05 e ***p < 0,001 quando comparado com o grupo nao tratado.

Tabela 8 — Andlise semi-quantitativa da carga fungica, disseminac¢é@o e formacdo de granuloma em
larvas de Galleria mellonella infectadas com Candida auris (CBS 10913 e CBS 12766) ndo tratadas e
tratadas com anfotericina B (AMB), fluconazol (FLC), miltefosina livre (MFS) ou em nanoparticulas de
alginato (MFS-NA).

Cepas Carga fungica Disseminacéao Granuloma
Candida auris CBS 10913

PBS 0 0 0
N&o tratado +4 +4 +4
AMB 1 mg/kg +1/+2 +1/+2 +2
AMB 10 mg/kg +1 +1 +1/+2
AMB 20 mg/kg +1 +1 +1/+2
FLC 20 mg/kg +1/+2 +1/+2 +3
FLC 40 mg/kg +1/+2 +1/+2 +3
MFS 20 mg/kg +1/+2 +1/+2 +4
MFS 40 mg/kg +1/+2 +1/+2 +4
MFS-NA 100 mg/kg +2/+3 +2/+3 +4
Candida auris CBS 12766

PBS 0 0 0
Né&o tratado +4 +4 +1
AMB 1 mg/kg +3/+4 +3/+4 +2
AMB 10 mg/kg +1/+2 +1/+2 +2
AMB 20 mg/kg +2 +2 +2
FLC 20 mg/kg +1/+2 +1/+2 +1
FLC 40 mg/kg +1/+2 +1/+2 +2
MFS 20 mg/kg +1/+2 +1/+2 +2
MFS 40 mg/kg +3/+4 +3/+4 +4
MFS-NA 100 mg/kg +3 +3 +4

0: sem fungos; +1: até 5 elementos fungicos por campo; +2: de 6 a 20 elementos fungicos por campo;
+3: de 20 a 50 elementos fungicos por campo; +4: mais de 50 elementos fungicos por campo. Laminas

visualizadas por microscopia 6ptica no aumento de 400x.
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Figura 15 — Andlise histopatolégica do tecido larval de Galleria mellonella infectado com Candida auris.
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Seccdes histolégicas do tecido larval de G. mellonella infectado com Candida auris 5 x 105 UFC/larva
(isolados CBS 10913 ou CBS 12766) visualizadas em microscdpio 6ptico no aumento de 400x. A e B:
grupo néo tratado; C e D: grupo AMB (10 mg/kg); E e F: grupo FLC (20 mg/kg); G e H: grupo MFS (20
mg/kg); | e J: grupo MFS-NA (100 mg/kg). Setas pretas indicam leveduras. Barras: 50 um.
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4.4 Padronizacao da imunossupressao em modelo murino

A leucopenia dos animais foi acompanhada apdés a administracdo de
ciclofosfamida através da contagem do numero de leucdcitos totais. Inicialmente
realizou-se a contagem dos leucécitos em um individuo saudavel, antes da
administracdo do imunossupressor, que indicou 11.408 leucécitos/mm?3, o que
corroborou com os valores de referéncia para camundongos Balb/c adultos (SANTOS
et al.,, 2016). No dia 0 (simulando o dia da infeccao), observou-se que houve uma
gueda de aproximadamente 10 vezes o numero de leucdcitos, com uma média de
1237 leucécitos/mm3. Apds a segunda dose de ciclofosfamida administrada no dia +1,
houve maior reducdo dos leucécitos para média de 623 leucocitos/mm?3 no dia +2.
Observou-se a manutencédo da leucopenia até o oitavo dia pés imunossupressao, com
média de 413 leucécitos/mm?3 no dia +4; 3.354 leucdcitos/mm?3 no dia +6 e o retorno
aos valores normais no dia +8 com média de 11.232 leucécitos/mm? (Tabela 9 e Figura
16).

Entretanto, foram observadas caracteristicas de fraqueza e estresse nos animais,
gue podem ter relacdo com os efeitos adversos da imunossupressao, visto também
que todos os animais foram a 6bito em até 10 dias apds a administracdo do farmaco
(Tabela 9). Assim, foi estabelecido que apenas uma dose do imunossupressor seja
suficiente para promover a leucopenia nos animais, assim como 3 dias apés a

imunossupressao pode ser ideal para realizar a infeccdo com C. auris ou Aspergillus.

Tabela 9 — Contagem de leucdcitos apés a imunossupressdo dos camundongos com ciclofosfamida.

Leucocitos/mm?

Animal
Dia -3 (Ciclol) Dia0 Dia1l (Ciclo2) Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8
1 1960 1008 874 356 8295
2 344 - 500 5994 14170
3 1093 473 129 - -
11408 NR
4 1462 469 135 5380 -
5 1325 540 425 1687 -
Média 1237 623 413 3354 11232

Ciclol — Administracdo de ciclofosfamida i.p. 200 mg/kg. Ciclo2 — Administracdo de ciclofosfamida i.p.
150 mg/kg. No dia 6 o0 animal 3 veio a 6bito; no dia 7 os animais 4 e 5 vieram a 6bito. NR — nao realizado.
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Figura 16 — Curva de contagem de leucécitos apdés a imunossupressdo dos camundongos com
ciclofosfamida.
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Os camundongos (n=5) foram submetidos a duas doses de imunossupressao por ciclofosfamida sendo
200 mg/kg no dia -3 e 150 mg/kg no dia +1. As setas pretas indicam os dias de administracdo da
ciclofosfamida.

5 DISCUSSAO

A estratégia de reposicionamento de farmacos € interessante pela grande
vantagem na reducg&o do tempo e custo de desenvolvimento do tratamento e vem se
tornando cada vez mais interessante aliado as técnicas de nanotecnologia com o
objetivo de otimizar o esquema terapéutico, além de driblar o crescente aumento de
isolados resistentes aos tratamentos convencionais. Desse modo, este trabalho
destaca a atividade da MFS livre e em nanoparticulas de alginato (MFS-NA) in vitro e
in vivo frente a infec¢des fungicas por A. fumigatus, A. flavus e C. auris.

O perfil de susceptibilidade dos isolados clinicos de Aspergillus spp. foi
determinado segundo o protocolo do CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2008), e todas as cepas foram consideradas sensiveis a AMB e ao VRC. MFS
apresentou atividade inibitoria in vitro contra A. fumigatus em concentracdes similares
a AMB (CIMs 0,5 a 2 pg/mL), enquanto contra A. flavus os valores de CIM foram
maiores (CIMs 2 a 16 pg/mL). Esse efeito ja foi descrito anteriormente, corroborando
com os dados encontrados por Widmer e colaboradores (2006) que definiram a CIM
de 2 ug/mL para dez cepas de A. fumigatus e entre 2 e 16 pg/mL para A. flavus. Essa
faixa de CIM também foi definida para cepas de Aspergillus spp. por Biswas e
colaboradores (2013). Além disso, o efeito fungicida em 2 pg/mL da MFS sobre a
maioria as cepas de A. fumigatus foi esperado, visto que a literatura aponta efeito
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fungicida em 4 pg/mL para essa espécie fungica (WIDMER et al., 2006). Ja4 a
identificacdo do efeito antifungico da MFS-NA sobre Aspergillus spp. foi inédita, com
valores de CIM em torno de 600 pg/mL.

O uso de terapia de combinagao apresenta vantagens que incluem reducao da
dose dos farmacos associados a efeitos colaterais consideraveis e atividade aditiva
dos farmacos para aumentar a eficiéncia e reduzir a duracdo do tratamento
(LIVENGOOD; DREW; PERFECT, 2020). A atividade de agentes antimicrobianos é
considerada sinérgica quando, em combinacao, ocorre a diminui¢cdo da concentracao
necessaria de ambos farmacos para causar inibicdo do crescimento microbiano e
pode ser determinada pelo método de checkerboard baseado na técnica de
microdiluicdo que utiliza uma matriz bidimensional de concentra¢gdes de compostos-
teste para definir as susceptibilidades (LEWIS & KONTOYIANNIS, 2005;
LIVENGOOD; DREW; PERFECT, 2020). A combinacdo de MFS com VRC apresentou
sinergismo frente a A. fumigatus em 3 concentracfes testadas, com reducdo de 8
vezes a concentracdo minima necessaria para inibir 50 % do crescimento fungico de
ambos farmacos, comparado com a a¢do das drogas sozinhas. Combinacdes de MFS
com agentes azdlicos foram reportadas previamente por Biswas e colaboradores
(2013) frente a 20 fungos filamentosos patogénicos, onde foi observado sinergismo
da MFS com posaconazol (POS) sobre isolados de Fusarium oxysporum, Lichtheimia
corymbifera, Mucor indicus, Mucor racemosus e Rhizopus oryzae; e da MFS com VRC
sobre Scedosporium prolificans, L. corymbifera, R. oryzae e Rhizomucor sp. O
trabalho de Imbert e colaboradores (2014) verificou a atividade sinérgica da
combinac¢éo de MFS e VRC sobre isolados de Aspergillus spp. onde houve sinergismo
para 5 dos 12 isolados testados de A. fumigatus, com CIM para VRC que variou entre
0,125-0,5 pg/mL e em combinacéo reduziu para 0,03-0,25 pg/mL e a CIM para MFS
gue variou entre 4-16 pg/mL e reduziu para 0,5-4 ug/mL. Além disso, foram testadas
também sobre 3 isolados de A. flavus e apesar da diminuicdo expressiva dos valores
de CIM para MFS de 16->32 pg/mL sozinha para 0,5-1 pg/mL em combinacdo, nao
houve reducdo da CIM para VRC (0,25-0,5 pug/mL sozinho e 0,125-0,25 pg/mL em
combinagao), portanto o resultado foi indiferente (IMBERT et al., 2014), semelhante
ao encontrado no nosso trabalho para o isolado 998 de A. flavus. Para dar

continuidade aos ensaios in vivo, o isolado de A. fumigatus 1220 e A. flavus 998 foram
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escolhidos pelos seus perfis de susceptibilidade representar a maioria dos isolados
clinicos testados.

Neste trabalho também foram utilizadas duas cepas representativas de C. auris,
que apresentaram perfil de sensibilidade para a maioria dos antifungicos padrao,
exceto CBS 12766 que foi resistente ao FLC (CIM = 64 pg/mL), segundo os valores
de ponto de corte para C. auris definidos pelo CDC — Centers for Disease Control and
Prevention (CDC, 2020). Os resultados obtidos corroboram com os descritos por
Larkin et al., (2017) que obteve as mesmas CIMs dos antifiingicos convencionais para
estas cepas. Observou-se que, apesar do isolado CBS 12766 ser definido como
sensivel, apresentou um perfil mais tolerante a todos os antifingicos testados, com
excec¢do da MFG. Outros trabalhos também caracterizaram a maioria dos isolados de
C. auris como resistentes ou tolerantes aos azlis, mas susceptiveis as
equinocandinas (SATOH et al., 2009; OH et al., 2011). Também foi visto que a AMB
se apresentou menos efetiva contra cepas de C. auris quando comparado as outras
espécies de Candida (BORMAN; SZEKELY; JOHNSON, 2016). O estudo da cinética
de morte de C. auris demonstrou que a reducéo de 3 Logs de UFC/mL demorou de 3
a 4 vezes mais que para espécies sensiveis a AMB, mesmo em concentracdes
4xCIMs, maior ainda do que o encontrado para C. lusitaniae (PFALLER; SHEEHAN;
REX, 2004) e C. guilliermondii (CANTON et al., 2006) (DUDIUK et al., 2019).

O modelo de Galleria mellonella foi escolhido para avaliar a eficacia da MFS
livre e MFS-NA frente a aspergilose e candidiase sistémica, considerando as
vantagens ja descritas desse modelo na triagem de novas drogas antimicrobianas
(KAVANAGH & FALLON, 2010; TREVIJANO-CONTADOR & ZARAGOZA, 2019). O
interesse cada vez mais crescente na utilizacdo deste modelo evidencia-se na
pesquisa bibliografica reportada por Cutuli e colaboradores (2019) que destaca um
aumento de mais de 42 % nas publicac6es de artigos cientificos entre 2016 e 2018
contendo as palavras-chave “Galleria mellonella” e “microbiologia”, quando
comparado com os publicados nos ultimos 10 anos (CUTULI et al., 2019). Diversos
trabalhos utilizam esse modelo invertebrado para triagem de toxicidade de novos
compostos e de atividade antimicrobiana (CUTULI et al., 2019). Ademais, o estudo da
viruléncia de patdgenos € importante para entender a interacdo com o hospedeiro e,
neste caso, usamos um modelo invertebrado que nos fornece algumas informacdes

sobre o comportamento da infeccéo por Aspergillus spp. ou C. auris para prosseguir
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com uma triagem e selecao de doses antes de aplica-las em modelos de estudo mais
complexos, como murino.

Observou-se a reducgéo de cerca de 75 % da sobrevivéncia das larvas de G.
mellonella infectadas com A. fumigatus trés dias apds a infec¢do e dois dias poés-
infeccdo quando com A. flavus. Nossos dados sédo similares aos encontrados
previamente para cepas padrao de A. fumigatus (RENWICK et al., 2006; JACKSON,;
HIGGINS; LIN, 2009; SLATER et al.,, 2011) e para 30 isolados de A. flavus,
confirmando o perfil mais virulento dessa espécie (LEGER; SCREEN; SHAMS-
PIRZADEH, 2000; BINDER; MAURER; LASS-FLORL, 2016).

C. auris CBS 12766 foi considerada altamente virulenta devido a reducéao da
sobrevivéncia a cerca de 60 % apés 24 h de infeccao, enquanto o isolado CBS 10913
atinge esse valor somente no quinto dia pos-infeccdo. A viruléncia de C. auris pode
estar relacionada com capacidade de producdo de fosfolipases e secrecdo de
proteinases, uma vez que ja foi demonstrada por Larkin et al. (2017) a presenca da
atividade de fosfolipases na cepa CBS 12766, a qual apresentou maior viruléncia, e
auséncia destas enzimas no isolado CBS 10913, que exibiu pouca viruléncia em
modelo de G. mellonella visto neste trabalho. Entretanto, essa habilidade varia entre
os isolados (LARKIN et al., 2017) e deve-se levar em consideracao outros aspectos
gue conferem patogenicidade nesta espécie (BORMAN; SZEKELY; JOHNSON, 2016).

O tratamento com MFS livre (20 mg/kg) aumentou a taxa de sobrevivéncia e
melhorou o indice de saude das larvas de G. mellonella infectadas com A. fumigatus
e ambos isolados de C. auris, e levou a uma reducao na carga fangica no tecido larval
como observado pela contagem de UFC/g e nas analises histopatoldgicas, apesar de
apresentar significancia estatistica apenas com o isolado CBS 10913 de C. auris. A
maior dose de MFS (40 mg/kg) também promoveu uma ligeira melhora nos indices
das larvas infectadas com A. fumigatus ou C. auris CBS 12766 e conseguiu reduzir a
carga fungica em 1,5 Log tanto no modelo de infeccdo de A. fumigatus quanto da cepa
sensivel de C. auris CBS 10913 mesmo apresentando queda nos indices de salde
com esse tratamento, que pode estar relacionado com a toxicidade da MFS, como ja
foi demonstrado seu efeito toxico em larvas de G. mellonella em concentragfes iguais
ou maiores que 50 mg/kg (de BASTIANI, 2018; SPADARI et al., 2019), entretanto mais
estudos de toxicidade dose-dependente devem ser executados para comprovar essa

hipétese. Em contrapartida, nenhuma dose da MFS testada foi capaz de reduzir a
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mortalidade e carga fungica nas larvas infectadas por A. flavus, provavelmente em
decorréncia da maior tolerancia da espécie ao composto, como visto nos dados in
vitro deste trabalho e em outros previamente publicados (WIDMER et al., 2006;
BISWAS et al., 2013; IMBERT et al., 2014).

O uso da combinacédo entre a MFS + VRC (20 e 10 mg/kg, respectivamente)
melhorou significativamente o desempenho comparado com o tratamento s6 com
MFS (20 mg/kg), além de apresentar diferenca estatistica entre a reducao da carga
fungica na combinacé&o comparado com o grupo VRC (10 mg/kg) nas larvas infectadas
com A. fumigatus, apontando que o tratamento em combinacao foi melhor que quando
utilizados sozinhos, demonstrando pela primeira vez o efeito sinérgico desses
farmacos in vivo em modelo invertebrado de G. mellonella. Para os grupos infectados
com A. flavus houve uma melhora da combinacdo em relacéo ao tratamento com MFS
(20 mg/kg), mas essa foi similar ao encontrado com VRC (10 mg/kg) sozinho, apesar
de ndo causar reducdo na carga fungica.

O desempenho do tratamento com MFS-NA (100 mg/kg) foi semelhante ao
visto com MFS (20 mg/kg) para Aspergillus spp. Estudos prévios mostram que A.
fumigatus possui diversos fatores de viruléncia descritos como menor tamanho de
conidios (PASQUALOTTO, 2009), menor tempo de germinacdo (ARAUJO &
RODRIGUES, 2004), maior termotolerancia (ARAUJO & RODRIGUES, 2004), além
da producdo de enzimas extracelulares (SHIBUYA et al., 2006; MELLON; COTTY;
DOWD, 2007) e toxinas (como aflatoxinas e gliotoxinas), alguns desses muitas vezes
ausentes em A. flavus (KUPFAHL et al., 2007; PASQUALOTTO, 2009). Contudo,
apesar de A. fumigatus apresentar tais caracteristicas, foram descritos em trabalhos
anteriores maior viruléncia de A. flavus em modelos animais (JOHNSON et al., 2000;
MOSQUERA et al.,, 2001; PASQUALOTTO, 2009) incluindo em larvas de G.
mellonella, com morte de todas as larvas no segundo dia pds-infeccdo
(PASQUALOTTO, 2009), similar ao reportado neste trabalho. No modelo de infec¢éo
com A. fumigatus o tratamento com maior indice de sobrevivéncia foi utilizando MFS-
NA (100 mg/kg), entretanto apesar da contagem de carga fangica se manter proximo
do grupo nao tratado, foi observado um grande aumento na quantidade de granulomas
ao longo do tecido larval. O processo de nodulacédo faz parte da imunidade celular de
G. mellonella e ocorre com o reconhecimento dos patdégenos, prendendo-os em

agregados de hemocitos, enquanto a melanizacdo ocorre dentro dos nédulos
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(KAVANAGH & REEVES, 2004). A formacdo desses granulomas é realizada por
células granulares e plasmacitos que se ligam ao micro-organismo e desencadeiam a
unido de plasmacitos que circundam o patdgeno, formando uma céapsula multicelular
onde o patégeno € morto pela liberacdo de moléculas antimicrobianas por essas
células (TREVIJANO-CONTADOR & ZARAGOZA, 2019). Entdo, sugere-se que 0S
agentes antifingicos auxiliem nesse processo imunolégico de contencao da infeccéo,
resultando no aumento da taxa de sobrevivéncia larval.

Em contraste, a MFS-NA néao foi eficaz contra a infec¢éo por A. flavus, mesmo
com uma reducado de 0,5 Log na contagem de UFC. Contudo, quando utilizado em
combinagcdo com VRC observou-se uma melhora significativa nos indices, inclusive
com diferenca estatistica entre a combinacdo e o tratamento com VRC sozinho,
indicando o sinergismo in vivo neste modelo.

Esse mesmo comportamento foi observado para os tratamentos das larvas
infectadas com C. auris, e nossos dados corroboram com resultados do tratamento
de larvas de G. mellonella infectadas com C. albicans, C. neoformans e C. gattii
utilizando MFS livre e MFS-NA descritos anteriormente (SPADARI et al., 2019).
Importante destacar que os tratamentos antifingicos nas larvas infectadas com o
isolado de C. auris menos virulento (CBS 10913) foi mais eficaz quando comparado
com o isolado mais virulento (CBS 12766), que pode estar relacionado com maior
expressdo de fatores de viruléncia e menor tempo de crescimento flngico,
prejudicando a atividade inibitéria dos compostos (LARKIN et al.,, 2017).
Particularmente para MFS-NA, o efeito inibitério pode ter sido dificultado devido a
caracteristica de liberacéo sustentada das nanoparticulas, em que atingem o pico de
liberacdo 6 h ap6s a administracdo (SPADARI et al., 2019) e, neste modelo, pode nédo
atingir a concentracdo necessaria para inibir a replicacdo fungica antes de causar
danos e/ou morte do hospedeiro.

A partir dos dados preliminares, consideramos que a MFS pode ser uma
alternativa terapéutica em potencial para infec¢des fungicas sistémicas, incluindo para
cepas resistentes e a formulacdo contendo MFS-NA também foi eficiente na
manutencdo da atividade antifungica da MFS com a reducgdo significativa da
toxicidade como demonstrados em trabalhos prévios (ISHIDA et al., 2017; SPADARI
et al., 2019; de BASTIANI et al., 2020).
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As vantagens de usar as nanoparticulas de alginato como nanocarreador da
MFS incluem a possibilidade do aumento da dosagem do farmaco, reducdo da
frequéncia de administracdo devido a liberagdo sustentada, mantendo assim a
efichAcia antimicrobiana e consequente reducdo dos efeitos toxicos, como
demonstrado no trabalho prévio do nosso grupo de pesquisa (SPADARI et al., 2019).

Estudos com a MFS tem demonstrado eficiéncia antimicrobiana in vitro e in vivo,
como visto que o uso da MFS reduziu a viruléncia de Acinetobacter baumannii em
modelo de G. mellonella (FIESTER et al.,, 2018), e também como alternativa no
tratamento de doencas fungicas, mas apesar da sua eficacia, a toxicidade pode levar
aos efeitos colaterais gastrointestinais como vomito e diarreia, efeitos hemoliticos e
hepéaticos (DORLO et al., 2012), que podem ser evitados ao utilizar sistemas
nanoestruturados, como o0s nhanocarreadores poliméricos e lipidicos de MFS
produzidos por varios grupos de pesquisa (EISSA et al., 2015; DA GAMA
BITENCOURT et al., 2016; KUMAR et al., 2016; NAJAFIAN et al., 2016; TRIPATHI et
al., 2017; VALENZUELA-OSES et al., 2017; KAVIAN et al., 2019; EISSA et al., 2020;
DAR et al, 2020). Além disso, os sistemas nanoestruturados permitem a
administracdo de maiores doses e/ou reducdo da frequéncia de administracdo do
farmaco. Nanoparticulas poliméricas contendo MFS foram desenvolvidas utilizando
Plurénico F127 (VALENZUELA-OSES et al., 2017), PLGA-PEG (KUMAR et al., 2016)
ou alginato (SPADARI et al., 2017) e tem como caracteristicas em comum a reducao
dos efeitos colaterais relacionados a ingestdo, citotoxicidade e hemodlise, e
manutenc¢do da atividade antiparasitaria e antifiungica da MFS, reforcando o potencial
relevante da formulacdo desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa na terapéutica
dessas doencas.

Ja foi demonstrado o efeito antifiingico da MFS-NA em modelo de G. mellonella
frente a C. albicans onde as taxas de sobrevivéncia, morbidade e carga fungica foram
reduzidas tanto quanto o tratamento padrdo com AMB (de BASTIANI et al., 2018;
SPADARI et al.,, 2019). Adicionalmente, é conhecida a acdo da MFS livre ou
incorporada em nanoparticulas de alginato em modelo in vivo de criptococose em G.
mellonella (SPADARI et al., 2019). Em modelo murino, foi demonstrado que MFS-NA
(2 % MFS) em dose Unica foi capaz de controlar a infecgéo fungica em candidiase

vaginal (de BASTIANI et al., 2020); e a reducéo da frequéncia da administracéo do
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farmaco deve-se ao perfil de liberacdo sustentada promovida pelo nanocarreador e a
da capacidade do alginato em aderir a mucosa vaginal (de BASTIANI et al., 2020).

A utilizagdo do modelo de G. mellonella tem se tornado cada vez mais
interessante pelas diversas vantagens associadas incluindo as similaridades das
respostas imunoldgicas que podem ser comparaveis as observadas em mamiferos
(BROWNE et al., 2013). Vem sendo reportados estudos demonstrando a consideravel
correlacao dos resultados das infec¢cdes no modelo invertebrado de G. mellonella com
0s modelos animais mamiferos como descrita por MacCallum, Desbois e Coote (2013)
a consonancia dos dados de aumento de sobrevivéncia com tratamento de larvas e
camundongos infectados com C. albicans e tratados com uma combinacdo entre
caspofungina e peptideos antimicrobianos (DsS3 1-16). Do mesmo modo, foi
verificada a reducé@o da mortalidade e melhora da saude de larvas infectadas com C.
albicans e tratadas com 1 mg/kg de AMB, comparavel com o utilizado na terapia clinica
(até 1,5 mg/kg/dia) (KAVANAGH & SHEEHAN, 2018), semelhante também ao
encontrado no nosso trabalho, onde 1 mg/kg reduziu a mortalidade e carga fungica
em larvas infectadas com C. auris (sensivel e resistente), salientando a relevancia da
utilizacao deste modelo na triagem de compostos e/ou doses terapéuticas.

Em infeccdo fangica sistémica utilizando modelo murino, Widmer e
colaboradores (2006) observaram que a MFS livre de 3,6 mg/kg ou 7,2 mg/kg
administrada via oral em camundongos diariamente por 5 dias ndo apenas controlou
a infeccdo por C. neoformans nos pulmdes e no cérebro, mas também reduziu a
mortalidade de camundongos (WIDMER et al., 2006); e doses semelhantes séo
indicadas para o tratamento da leishmaniose (~ 2-5,5 mg/kg/dia) (DORLO et al., 2012).
Além disso, o efeito inibitério da MFS in vitro sobre fungos, especialmente C. auris e
A. fumigatus, é obtido em concentracbes abaixo de 2 pg/mL, e até mesmo contra
formas amastigotas de Leishmania spp. (EC50 de 1,3 a 15,2 pg/mL) (ESCOBAR et
al.,, 2002). Para comparacdo, em 100-150 mg/dia, a MFS oral atinge uma
concentracdo plasmatica maxima em média de 30,8 pg/mL a 70 pg/mL em pacientes
com leishmaniose (DORLO et al., 2012), uma faixa de concentragdo maior que 0sS
valores de CIM para C. auris e outros fungos, incluindo espécies intrinsecamente
resistentes a varios antifangicos como F. oxysporum, F. solani, P. insidiosum, P.
aphanidermatum, L. prolificans e S. prolificans (KESSON et al., 2009; IMBERT et al.,
2014; VILA et al., 2015; QUAESAET et al., 2018; LORETO et al., 2018).
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Na pratica clinica, a MFS foi utilizada em combinagcdo com VRC no tratamento
de encefalite amebiana granulomatosa causada por Acanthamoeba sp. em um
paciente imunocompetente de 38 anos entre 2008 e 2009, onde apds o diagndstico
de infeccéo por Acanthamoeba sp. foram administrados 100 mg de ambos farmacos
oralmente duas vezes por dia (BID), durante 3 meses com total resolucéo do quadro,
e os efeitos colaterais associados ao uso destes foram alteracdes nas funcdes renais,
erupcao cutanea e disturbios gastrointestinais, os quais foram normalizados apés o
fim do tratamento (WEBSTER et al., 2012). Além desse, outros trés casos ja foram
reportados utilizando MFS como terapia de resgate em infeccbes invasivas por L.
prolificans (KESSON et al., 2009; TRUBIANO et al., 2014; QUAESAET et al., 2018).

O primeiro relato aponta o caso de uma paciente imunocompetente de 8 anos
admitida com fratura exposta no 0sso pélvico que evoluiu para osteomielite com
isolamento de L. proficans resistente a AMB, 5-FC, FLC, VRC, itraconazol (ITC),
cetoconazol e intermediario a terbinafina (TRB); foram administrados inicialmente
VRC 4 mg/kg BID e TRB 125 mg/dia, entretanto ndo houve regresso do processo
infeccioso e ap0s 22 dias foi iniciada a combinacdo com MFS 2 mg/kg/dia e entédo a
melhora seguiu lentamente; apds 12 meses o tratamento foi cessado com sucesso
associado a administracdo da MFS (KESSON et al., 2009). Posteriormente, foi
relatada a utilizacdo temporaria da MFS como estratégia para driblar a interacao
medicamentosa e farmacogenética em um paciente de 67 anos diagnosticado com
leucemia mieloide aguda e aspergilose invasiva em tratamento com AMB lipossomal
e VRC, que apés um més desenvolveu endoftalmite por L. prolificans e logo
disseminou-se para os pulmdes e lobo temporal esquerdo; no entanto, foi identificada
uma mutacdo no gene da citocromo P450 (CYP2C19) resultando num fenoétipo de
metabolizacdo extensiva de VRC, e consequente dificuldade de alcancar a dose
terapéutica de VRC, sendo entdo necessaria a alteracdo do tratamento para MFS 50
mg, TRB 250 mg e POS 200 mg juntamente com um inibidor da CYP2C19 (cimetidina)
com melhora do quadro ap6s 6 meses de tratamento (TRUBIANO et al., 2014). E em
2018 foi publicado mais um relato de caso utilizando MFS em combinagcdo no
tratamento de osteomielite por L. prolificans multirresistente (resistente a VRC, MFG,
CAS, AMB, ITC e POS) em um paciente imunocomprometido de 70 anos que foi
administrado com VRC (200 mg BID) + TRB (500 mg BID), com o aumento da
dosagem de VRC apos 10 semanas para 800 mg BID; mesmo com a alta dosagem
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de VRC néo houve progresso do paciente, sem evidéncias significantes de interacao
meédica ou de mutacédo de CYP2C19 e ap0s 5 semanas iniciou-se a administracdo da
MFS (50 mg trés vezes por dia — TID) + VRC (800 mg BID) + TRB (500 mg BID) com
relatos de efeitos colaterais como nauseas, fraqueza muscular e fototoxicidade, e a
regressao dos sintomas e efeitos adversos foi observada apds 6 meses de tratamento
(QUAESAET et al., 2018). Esses relatos de casos indicam a utilidade da MFS para
terapia de resgate frente a infec¢des fungicas invasivas que tém poucas opcoes
eficazes de medicamentos disponiveis, principalmente sobre espécies
multirresistentes aos agentes utilizados na clinica. Assim, a MFS pode ser
considerada uma alternativa importante para os antifUngicos convencionais no
tratamento de micoses refratdrias e nossos dados fornecem informacdes

indispensaveis que podem apoiar estudos mais robustos.

6 CONCLUSOES

A MFS livre e MFS-NA podem ser alternativas no tratamento de infeccdes
fungicas invasivas, como aquelas causadas por Aspergillus spp. e Candida auris,
devido ao perfil fungicida da MFS e reducao da sua toxicidade quando encapsulada
em nanoparticulas de alginato. Além disso, a combinacdo de MFS (livre ou
encapsulada em nanoparticulas de alginato) com o antifingico VRC pode ser
considerada como uma importante estratégia de melhoria do desempenho
farmacoldgico na terapia de resgate contra infec¢ées fungicas invasivas graves. Vale
ressaltar a importancia da avaliacdo in vivo em modelo murino de aspergilose
pulmonar e candidiase sistémica para comprovar a manutencdo da atividade
antifingica e reducao da toxicidade relacionada ao tratamento com a miltefosina em

nanoparticulas de alginato.

7 PERSPECTIVAS

1. Padronizar o modelo murino de aspergilose pulmonar e avaliar a eficacia antifingica
da miltefosina em sistema nanocarreador de alginato;
2. Padronizar o modelo murino de candidiase sistémica e analisar o efeito antifungico

da miltefosina em sistema nanocarreador de alginato.
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Objectives: Candida auris (C. auris) is an emerging fungal species that is able to develop multidrug resis-
tance and outbreaks of invasive infections worldwide with high mortality rates. To increase the treatment
options for C. auris infection this study assessed the efficacy of miltefosine (MFS), that has demonstrated
a broad-spectrum antifungal action in vitro. This study aimed to: (i) evaluate the in vitro antifungal ac-

Keywords: tivity of MFS against C. auris clinical isolates in the planktonic and biofilm lifestyles; and (ii) compare the
Candida auris activity of MFS in its free form and encapsulated in alginate nanoparticles (MFS-AN) in Galleria mellonella
Antifungal resistance larvae infected by C. auris.

Miltefosine . e . . I .
Manacarriers Methods: The antifungal susceptibility test was performed using broth microdilution method and the in

Alginate nanoparticles vivo treatment in Galleria mellonella larval infection model.

Galleria melionelia Results: MFS exhibited in vitro inhibitory effects at MICs ranging 1-4 pg/mL and fungicidal activity
against planktonic cells of C. auris clinical isolates. MFS antibiofilm activity was observed during biofilm
formation (0.25-4 pg/mL) and on pre-formed biofilms (16-32 pg/mL). Moreover, the dispersed cells from
C. auris biofilms had a similar susceptibility to those obtained for planktonic cells. Treatment with free
MFS or MFS-AN resulted in significant improvements in the survival and morbidity rates of Galleria mel-
lonella larvae infected by C. auris. In addition, reduction of fungal burden (0.5-1 log CFU/g) and granuloma
formation were observed when compared with the untreated group.

Conclusions: The findings suggest that both the free MFS and MFS-AN have potential for the treatment
of fungal infections caused by the emerging C. auris.

© 2020 Elsevier BV. and International Society of Chemotherapy. All rights reserved.

1. Intreduction

Candida auris (C auris) is an emerging fungal species that is
able to develop multidrug resistance and outbreaks of invasive in-
fections worldwide with mortality rates ranging 30-60% [1]. C. au-
ris infection was first reported in 2009 after its isolation from the
external ear canal of a patient in Japan [2] and multiple episodes
of candidaemia have been reported in over 40 countries so far [1].
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Candida auris yeasts have some features that contribute to
colonisation and invasion in the host tissues, such as: they produce
hydrolytic enzymes as phospholipases and proteinases, tolerate
high temperature and salinity, form aggregates and biofilms and
others [3]. Moreover, previous studies using murine and Galleria
mellonella (G. mellonelle) models have shown strain-dependent
virulence of C. auris [4].

Candidiasis can be treated with amphotericin B, azoles and
echinocandins [5]. However, most C auris isolates are often re-
sistant to fluconazole, the azole most commonly used for differ-
ent forms of candidiasis, sometimes to amphotericin B and even-
tually to echinocandins, a phenomenon that may help to explain
the high rates of therapeutic failures and mortality frequently
documented with those infections worldwide [4]. New lanosterol
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