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RESUMO

A criptococose ¢ uma doenca causada por fungos patogénicos Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii, os quais sdo leveduras que podem infectar pulmdes, o sistema nervoso
central e o sangue. O patégeno C. neoformans é considerado como uma prioridade critica pela
Organizacao Mundial de Satde (OMS), gerando juntamente com o C. gattii, cerca de 223.100
casos anuais e cerca de 181.100 mortes de meningite criptocécica no mundo. Dentre as
possiveis causas para o aumento de casos e consequente elevacdo da mortalidade, pode-se citar
a reducdo de sensibilidade de cepas de Cryptococcus spp. aos antiftingicos itraconazol,
anfotericina B e fluconazol, que fazem parte da terapia contra a criptococose. Diante de tais
adversidades, ha a busca de estratégias para contornd-las, como o reposicionamento de
farmacos que visa utilizar farmacos ja comercializados para o tratamento de outras doengas
diferentemente da indicagdo original. Desse modo, buscou-se avaliar a atividade antifingica do
antiarritmico amiodarona in vitro € a interagdo farmacoldgica desse antiarritmico com o
fluconazol frente a cepas clinicas de Cryptococcus spp. Neste estudo foram utilizadas 7 cepas
clinicas de Cryptococcus spp. e 2 cepas do banco ATCC pertencentes ao Laboratério de
Bioprospeccao de Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN). Para a determinacdo da atividade
antifiingica da amiodarona e do fluconazol foi realizado o teste de sensibilidade através da
técnica de Microdilui¢do em Caldo conforme o protocolo M27-A3 do CLSI. A determinacio
da concentracao inibitéria minima (CIM) foi feita a partir da andlise visual do crescimento de
50% do microrganismo. Para a determinagdo da interagdo farmacoldgica foi realizado o Método
de Checkerboard para o cilculo do Indice de Concentracio Inibitéria Fracionaria (ICIF). Em
relacdo a CIM da amiodarona foram encontrados os valores entre 1 e 256 ug/mL e para o
fluconazol foram obtidos os valores de CIM entre 1 a 32 pg/mL. Em relacdo ao efeito
ocasionado da associa¢do da amiodarona e do fluconazol, obteve-se que em 4 cepas houve uma
interagdo do tipo sinérgica e em 3 cepas houve uma interagdo aditiva. Desse modo, é possivel
evidenciar a importancia dessa associa¢do farmacolégica in vitro, devendo assim incentivar a
pesquisa mais aprofundada dessa combinacao em camundongos e de outros firmacos no ambito

do reposicionamento de farmacos para a inibi¢do do crescimento fingico.

Palavras-chave: Criptococose; Cryptococcus spp.; Amiodarona, Reposicionamento de

farmacos.



ABSTRACT

Cryptococcosis is a disease caused by pathogenic fungi Cryptococcus neoformans and
Cryptococcus gattii, which are yeasts that can infect the lungs, central nervous system and
blood. The pathogen C. neoformans is considered a critical priority by the World Health
Organization (WHO), generating, together with C. gattii, about 223,100 annual cases and about
181,100 deaths of cryptococcal meningitis in the world. Among the possible causes for the
increase in cases and consequent increase in mortality, we can mention the reduced sensitivity
of strains of Cryptococcus spp. to the antifungals itraconazole, amphotericin B and fluconazole,
which are part of the therapy against cryptococcosis. This situation, there is a search for
strategies to circumvent them, such as the repositioning of drugs that aims to use drugs already
marketed for the treatment of other diseases, unlike the original indication. Thus, we sought to
evaluate the in vitro antifungal activity of the antiarrhythmic drug amiodarone and the
pharmacological interaction of this antiarrhythmic drug with fluconazole against clinical strains
of Cryptococcus spp. In this study, 7 clinical strains of Cryptococcus spp. and 2 strains from
the ATCC bank belonging to the Laboratory of Bioprospection of Antimicrobial Molecules
(LABIMAN). To determine the antifungal activity of amiodarone and fluconazole, a sensitivity
test was performed using the Broth Microdilution technique according to the CLSI M27-A3
protocol. The determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) was made from
the visual analysis of the growth of 50% of the microorganism. To determine the
pharmacological interaction, the Checkerboard Method was used to calculate the Fractional
Inhibitory Concentration Index (ICIF). Regarding the MIC of amiodarone, values between 1
and 256 pg/mL were found and for fluconazole, MIC values between 1 and 32 pg/mL were
obtained. About the effect caused by the association of amiodarone and fluconazole, it was
found that in 4 strains there was a synergistic interaction and in 3 strains there was an additive
interaction. Thus, it is possible to demonstrate the importance of this pharmacological
association in vitro, thus encouraging further research into this combination in mice and other

drugs in the context of repositioning drugs for inhibiting fungal growth.

Keywords: Cryptococcosis; Cryptococcus spp.; Amiodarone; Drug repositioning.
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1 INTRODUCAO

7z

A criptococose ¢ uma doenga causada pelos fungos patogénicos Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii, que sdo leveduras do Filo Basidiomycota e que infectam
inicialmente os pulmdes e posteriormente hi a disseminacdo para o sangue, causando a
criptococcemia, o qual propiciard a chegada do fungo ao sistema nervoso central (SNC),
gerando a meningite criptocécica (DA SILVA et al., 2021; OMS, 2022). O fungo, C.
neoformans, é considerado, pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS), como um fungo de
prioridade critica para o desenvolvimento de pesquisas, tratamentos e a¢des de satde publica a
fim de diminuir infec¢des causadas por este fungo (OMS, 2022).

Algumas condi¢des sdo descritas como facilitadoras para o desenvolvimento da
criptococose, principalmente a imunossupressdo em decorréncia da presenca do HIV, de
doencas autoimunes e de outros fatores como ocorre no caso da imunossupressao iatrogénica,
havendo mundialmente um valor estimado de 223.100 casos anuais, envolvendo pessoas com
baixas taxas de células T CD4", e com um total de aproximadamente 181.100 mortes em
decorréncia da doenca na forma de meningite criptocécica (DA SILVA et al., 2020;
RAJASINGHAM et al., 2017). A América Latina € a terceira regido com maior nimero de
casos de criptococose com cerca de 54.400 casos, onde no Brasil hd elevado grau de
mortalidade com 685 mortes em decorréncia da criptococose ao considerar o periodo de 2016
a 2021, principalmente nas regides Sudeste (44,67%) e Nordeste (16,64%) (BRASIL, 2019;
BRASIL, 2021; DA SILVA et al., 2021).

A terapia atual para a criptococose, principalmente quando a doenga € vinculada a
um quadro de meningite, envolve os antifiingicos anfotericina B (AFB), fluconazol (FCZ),
itraconazol (ITR) e flucitosina (FC), sendo medicamentos utilizados tanto para pacientes
imunocompetentes quanto para imunossuprimidos (BRASIL, 2019). E importante evidenciar
que esses medicamentos geram efeitos adversos os quais podem interferir no tratamento
farmacoldgico, como a AFB que tem um dos efeitos adversos mais grave a toxicidade renal,
gerando na maioria dos usudrios algum grau de reducdo renal, e o ITR que gera
hepatotoxicidade e sindrome de Stevens-Johnson (RITTER et al., 2022). Ressalta-se também
que hd indicios de falhas terap€uticas envolvendo cepas de Cryptococcus spp. frente
antifungicos com Itraconazol e a Anfotericina B e cepas de C. gattii com a utilizagdo de
Fluconazol, estando possivelmente correlacionado com o elevado tempo da terapia para cessar

a doenca (AMARO, 2006; DA SILVA et al., 2008).



16

Diante de tais adversidades, hd a necessidade da adocdo de estratégias para
contornd-las, a exemplo da utilizagdo de outros farmacos para tornar mais eficaz e seguro o
tratamento da criptococose e das sugestdes da OMS (2022) como a realizagdo de testes de
sinergismo in vitro e in vivo para expandir e otimizar as opg¢Oes de tratamento atual da
criptococose, a fim minimizar a morbidade e mortalidade dessa doenca. Nesse contexto se
insere o reposicionamento de farmacos, onde busca-se aproveitar ativos farmacéuticos
presentes no mercado para indicagcdes terapéuticas diferentes das quais foram projetados
(JOURDAN et al., 2020). A interacdo farmacoldgica pode resultar em nenhuma interacdo
propriamente estabelecida, antagonismo e sinergismo, sendo esse ultimo quando os ativos
conseguem atuar em conjunto para uma determinada finalidade a exemplo da inibi¢do do
crescimento de microrganismos (SECOLI, 2001).

Em algumas linhas de pesquisa foram realizadas avaliagdes de farmacos
antiarritmicos para atividade antifingica, a exemplo do verapamil, diltiazem e nifedipina, os
quais apresentaram eficacia de alguns fungos como C. albicans e C. glabrata, entretanto a
AMDA, que é um farmaco antiarritmico de classe III, exibiu atividade contra uma maior
quantidade de fungos, a exemplo de Cryptococcus spp., Aspergillus spp. e C. albicans,
utilizando baixas doses (ZHANG et al., 2021). Além disso, em uma pesquisa utilizando o banco
de dados de compostos aprovados com a finalidade de buscar novos antifiingicos empregados
para eliminar C. neoformans, foi identificado a AMD como um candidato potente devido seu
potencial de atravessar a BHE e acessar o fagolisossomo contendo o fungo patogénico (WALL;
LOPEZ-RIBOT, 2020).

Desse modo, o presente trabalho optou por avaliar a atividade da amiodarona
isolada e em associacdo com o antifungico fluconazol, a fim de investigar a efetividade frente

a cepas clinica de Cryptococcus spp.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Infeccoes flingicas

Os fungos sdo microrganismos eucariéticos, em que 0s mais patogénicos ao ser
humano pertencem aos filos Entomophthorales, com a presenca de Basidiobolus spp. e
Conidiobolus spp., Ascomycota, tendo como representantes principais Histoplasma
capsulatum, Candida spp., Aspergillus spp. e Fusarium spp. e Basidiomycota, tendo o
Cryptococcus spp. € Trichosporon spp. como representantes. Dentre esses microrganismos, 0s
mais comuns nas infec¢des em pacientes imunossuprimidos sdo Candida spp. € Cryptococcus
neoformans, sendo conhecidos como patégenos oportunistas (KOHLER et al., 2017;
MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2020).

As infecgOes fungicas permeiam durante a histéria do ser humano, em que esses
microrganismos necessitam possuir capacidade de atingir os tecidos biolégicos, ao contornar
as barreiras do hospedeiro como o muco e movimento ciliar do trato respiratdrio, e de evadir
do sistema imunolégico através dos fatores de viruléncia (KOHLER et al., 2017).

As infecgdes fungicas podem ser classificadas em trés tipos de micoses:
superficiais, subcutineas e sist€émicas. As micoses superficiais sdo caracterizadas pela
colonizagdo das camadas mais superficiais, as micoses subcutaneas envolvem as camadas mais
profundas da pele e, por fim, as micoses sistémicas estdo correlacionadas com o crescimento
fingico em 6rgdos internos do corpo. A infecc¢do sistémica € ainda subdividida em infec¢ao
primdria, que acontece em individuos sadios, e secunddria, que acomete individuos mais
suscetiveis, a exemplo dos imunossuprimidos (MADIGAN et al., 2016).

Estima-se que a quantidade global de infec¢des flingicas seja superior a 1 bilhdo de
casos, onde aproximadamente 3,8 milhdes de casos dessas infeccdes apresentam-se na forma
grave no Brasil (BONGOMIN et al., 2017; GIACOMAZZI et al., 2016). Segundo Mendonga
et al. (2022) os fungos mais isolados de infec¢Oes em paises desenvolvidos sdo Candida spp.,
Aspergillus spp. e Cryptococcus spp., enquanto em paises subdesenvolvidos hd uma
prevaléncia de Cryptococcus spp. € Pneumocystis spp., principalmente associada com a

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS).
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2.2 Criptococose

A criptococose € uma infeccdo oportunista causada por fungos basidiomicetos
leveduriformes, tendo como representantes C. neoformans e C. gattii 0s quais variam no
tamanho e formato, podendo ser esféricos, ovais ou elipticos, € que possuem uma capsula
polissacaridica extracelular, a qual muitas vezes € observada no formato de um halo
transparente apOs expostas a coloracdo negativa, por exemplo, tinta da china, que compde o
exame direto MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2020). A espécie C. gattii apresenta sua
morfologia baciliforme e com parede lisa e a espécie C. neoformans apresenta-se na forma
esférica, alongada ou cilindrica com parede ligeiramente rugosa (BARROS, 2012; KWON-
CHUNG; BENNETT; RHODES, 1982 apud PEREIRA).

Além do exame direto, podem ser realizados os testes sorolégicos no processo de
identificacdo do Cryptococcus sp., envolvendo o teste de aglutinacdo de latex e o ELISA (teste
de imunoensaio ligado a enzima). Ressalta-se que ha a cultura que pode realizar o cultivo em
dgar Sabouraud e em meio direfencial com o dgar Semente de Niger e o dgar L.-dopa, podendo
ser utilizado também o dgar Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol (CGB) (SILVEIRA et
al., 2018). Nos meios que contém compostos fendlicos hd a conversao em melanina por meio
da enzima lacase produzida pelas cepas de Cryptococcus spp., gerando assim colonias com a
cor marrom. No dgar Sabouraud pode ser adicionado antibidtico Cloranfenicol, a fim de inibir
o crescimento bacteriano, e quando ocorre o crescimento de cepas capsuladas hd a presenca de
colonias com aspecto mucoide e brilhante (PEDROSO; CANDIDO, 20006). E importante
evidenciar que a cultura do liquido cefalorraquidiano € o padrdo ouro para o diagndstico da
meningite criptocdcica e que a hemocultura € responsdvel por diagnosticar a doenc¢a na forma
disseminada (KON et al., 2008; GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY, 2021).

A fim de diferenciar laboratorialmente as cepas C. gatti e C. neoformans apds a
suspeita de um paciente infectado pelo fungo pode-se realizar testes bioquimicos em dgar CGB
que permite a distin¢do através da viragem de cor para a coloragc@o azul das coldnias a partir da
assimilagdo da glicina, que € o caso de C. gatti, diferentemente das coldnias de C. neoformans
que nao apresentaram mudanca de colora¢do, permanecendo com a tonalidade de amarela a
verde. Ademais, hd a realizacdo de testes moleculares como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) que permite a identificacdo entre as duas formas fungicas através das andlises das
amostras como o liquido cefalorraquidiano em pacientes com suspeita de meningite

criptocécica (SILVEIRA et al., 2018).



19

O processo de transmissao, normalmente ocorre por inalagcdo das cepas fungicas em
aerossois, no formato de esporos, os quais sdo encontrados em ambientes como dreas contendo
fezes contaminadas de pdssaros, mais particularmente os pombos no caso de C. neoformans
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). O desenvolvimento desse fungo no guano desse animal
ocorre em decorréncia de ser rico em creatinina, ureia e nitrogénio, fornecendo um ambiente
propicio (SOUZA et al., 2018). Além disso, foi identificado por Chitty et al. (2019) que o
composto nitrogenado guanina, base purinica, ao estar em maior quantidade no guano de pombo
favorecia o crescimento de C. neoformans. Ha também a transmissdo relacionada com a
presenca de basididsporos, principalmente, em ambientes com drvores da espécie Eucalyptus
camaldulensis em climas tropicais e subtropicais, além de obter a presenca de Cryptococcus
spp. também em climas temperados como na Ilha de Vancouver (ELLIS; PFEIFFER, 1990;
KIDD et al., 2004). Apds andlises, foi identificado que a presenca das cepas flingicas em
arvores estava correlacionado com a capacidade de utilizar o material lenhoso o qual € rico em
compostos fendlicos, que sdo substratos auxiliadores do crescimento em razdo da atividade de
fenol-oxidase (SORRELL; ELLIS, 1997).

Ap6s a inalac@o dos esporos e escape das barreiras corporais como o muco, o fungo
atinge os alvéolos dos pulmdes, o qual é o 6rgdo primdrio. Com o inicio da infec¢do nos
alvéolos, ha a ativacdo da resposta imunoldgica do hospedeiro, ativando células dendriticas,
macrofagos alveolares, linfocitos, sistema complemento e producdo do surfactante pulmonar
que contém proteinas que atraem eosindfilos. No espaco alveolar, os fungos Cryptococcus spp.
sdo fagocitados por macréfagos que podem formar granulomas, os quais sao concentragdes de
macrofagos circundados por linfécitos ativos, essa resposta imune granulomatosa pode seguir
para a formac¢@o de um complexo linfonodal primario ou nédulo subpleural, o qual € visivel no
exame radiologico. As células fingicas presentes nos granulomas podem ser facilmente
destruidas ou persistir de maneira latente, ocorrendo, normalmente, a eliminagdo na maioria
dos individuos imunocompetentes. Em individuos imunossuprimidos por terem uma reduzida
quantidade de linfécitos T CD4* facilita o escape do microrganismo do pulmio para a
disseminag¢do pelo organismo por meio da corrente sanguinea, podendo alcangar principalmente
as meninges devido a disseminacdo do fungo ao SNC (SETIANINGRUM; RAUTEMAA-
RICHARDSON; DENNING, 2019). Esse mecanismo infeccioso se encontra de maneira
resumida na Figura 1.

Para atingir o SNC e causar uma meningoencefalite, hd trés mecanismos propostos:
1) ocorréncia de endocitose pelas células endoteliais apds a ligagdo das células fingicas no

Iimen da barreira hematoencefilica (BHE) com auxilio de alguns fatores de viruléncia como a
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urease e fosfolipases; 2) acontecimento de danos das jungdes estreitas da BHE, facilitando a
passagem dos fungos entre as células endotelias; 3) sobrevivéncia das cepas no interior das
células fagociticas que atravessam a BHE, sendo conhecido como mecanismo de disseminacao
“cavalo de Troéia”, a fim de garantir a sobrevivéncia dentro da célula fagocitica Cryptococcus
spp. utiliza a enzima urease para inibir a acidificacdo dentro do fagolisossoma e a cépsula que
tem propriedades antioxidantes, resistindo aos radicais livres produzidos pelas células
fagocitarias (ZARAGOZA, 2019). Evidencia-se que com relacdo a criptococose cutanea pode
haver a infecc¢io do tipo priméria apds ocorrer uma inoculacdo transcutanea através de uma
lesdao do epitélio e do tipo secunddria que € ocasionada a partir da dissemina¢dao hematogénica

(GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY, 2021; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2020).

Figura 01 — Ciclo infeccioso do fungo Cryptococcus spp.
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Fonte: Adaptado de RIEDEL et al., 2022

As formas fungicas C. neoformans e C. gattii sdo patogé€nicas em individuos
imunocompetentes, entretanto a espécie C. neoformans € mais frequentemente encontrada em
individuos imunodeprimidos, ocasionando principalmente a meningite fingica (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2020). Ressalta-se também, que foi observado em um estudo, por
URAI et al. (2016), a relagdo da deplecdo de células CD4" com a mortalidade em camundongos
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infectados com C. neoformans, devendo ter um cuidado por esse microrganismo estar vinculado
principalmente a pacientes com deficiéncia no sistema imunolégico.

As manifestacdes clinicas em decorréncia da meningite criptocdcica,
principalmente em pessoas portadoras do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), podem
ser dores de cabeca, febre, estado mental alterado podendo estar associados com paralisia de
nervoso cranianos e elevacio da pressdo intracraniana. Em relacio a infecdo pulmonar pode
apresentar sintomas como febre, tosse, dor tordcica, hemoptise e sinais como nddulos
pulmonares, lesdes cavitarias e derrames pleurais. Os outros tipos de infec¢do causados por
Cryptococcus spp. que sdo menos recorrentes como infecgdes na pele, que podem estar
associadas a presenca de ulceras, abscessos, nddulos e pustulas, e infeccdes na prostata, que
podem apresentar disdiria ou uropatia obstrutiva geralmente no contexto da infeccdo
disseminada (GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY, 2021).

De acordo com um estudo retrospectivo por RAJASINGHAM et al. (2017) foi
estimado uma prevaléncia mundial de 278.000 pessoas com criptococose em 2014, tendo uma
maior concentragio de casos na Africa Subsaariana. Em relagdo aos dados epidemiolégicos do
Brasil acerca da criptococose contidos no Sistema de Informacao sobre Mortalidade, o nimero
de 6bitos envolvendo essa doenga durante o periodo de 2011 a 2021 foi de 1.206 em todo o
Brasil, sendo aproximadamente 57% (685) dos casos somente nos tltimos 5 anos. E importante
evidenciar que nos ultimos 10 anos a regido Nordeste (15%) estd como a terceira regido, ficando
logo depois das regides do Sudeste (46%) e Sul (16%), entretanto nos dltimos 5 anos a regiao
Nordeste passou a ser a segunda regido com maior mortalidade no pais com o nimero de 114
mortes (16,64%). Deve-se evidenciar que com relagdo a regido Nordeste, o Ceard contém quase
23% dos casos de obitos por criptococose de 2016 a 2021 (BRASIL, 2021). Ressalta-se que as
informagdes sobre a epidemiologia no Brasil ainda sdo limitadas devido em razao da
criptococose ter passado para a Lista Nacional de Notificacao Compulséria de doengas apenas

em 2020 a partir da portaria N° 264 (BRASIL,2020).
2.3 Fatores de viruléncia
2.3.1 Cdpsula polissacaridica
A capsula polissacaridica € um importante fator de viruléncia, sendo em C.

neoformans o principal componente o Glucuronoxilomanana (GXM), onde foi observado que

esse polissacarideo reduz a fagocitose, inibe a saida das células leucocitdrias dos vasos
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sanguineos e reduz a expressao de receptores de quimiocinas (ZARAGOZA, 2019). A cépsula,
além do GXM, contém outro polissacarideo que € a galactoxilomana e uma quantidade reduzida
de manoproteina, estando a estrutura capsular presente também na cepa clinicamente relevante
de C. gattii (URAI et al., 2016; YAUCH; LAM; LEVITZ, 2006).

De acordo com as diferengas estruturais da cdpsula polissacaridica ha a divisao de
C. neoformans em sorotipos A (C. neoformans var. grubii) e D (C. neoformans var.
neoformans) e C. gattii em sorotipos B e C (GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY, 2021).
Ressalta-se que em um estudo por Yauch, Lam e Levitz (2006), obteve-se a correlagdo do GXM
com a inibicdo da proliferacdo das células T mesmo apds a captacdo pelas células
apresentadoras de antigenos, as quais seriam responsdveis pela ativacdo da linhagem T das
células linfocitarias.

E importante evidenciar que a inibicdo da opsonizacio por células fagociticas
gerada pela presenca da cdpsula, deve-se, principalmente, por ser pouco imunogénica,
reduzindo assim a opsoniza¢do pela Imunoglobulina tipo G (IgG) e consequentemente
protegendo do reconhecimento pelas células fagociticas do sistema imune, sendo uma situacao
que facilitara a evasdo da célula fingica (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2022;
CASADEVALL et al., 2018). Ressalta-se que o fungo dentro do hospedeiro pode passar por
esse processo de alargamento capsular, que ocorre na fase G1 do ciclo celular, aumentando a
sobrevivéncia fungica na presenga de defensinas e de espécies reativas de oxigénio, produzidas
por macréfagos, e de antifingicos (ESHER; ZARAGOZA; ALSPAUGH, 2018; GARCIA-
RODAS et al., 2014; ZARAGOZA et al., 2009). O estudo elaborado por ZARAGOZA et al.
(2008) demonstrou a relacdo da presenca de cdpsulas maiores com uma resisténcia as EROs,
reduzindo assim a morte oxidativa, sendo identificado também nesse estudo a resisténcia a
algumas drogas antifiingicas, dentre elas o fluconazol, a medida que havia um alargamento
dessa estrutura.

Ademais, a capsula propicia uma regulacdo negativa da producao de citocinas pro-
inflamatdrias e uma defesa antioxidante das espécies reativas de oxigénio (EROs), com auxilio
da glutationa peroxidase, ao estar dentro do macréfago com a finalidade de inibir o processo de
fagocitose (O’MEARA; ANDREW ALSPAUGH, 2012; ZARAGOZA et al., 2008). Essa
protecdo ao microrganismo foi observada desde o final do século XX em um estudo por Cross
e Bancroft (1995) com cepas sem cépsulas onde evidenciou que ha uma rapida ingestdo por
macrofagos sem a necessidade de um contato prévio em razdo da producao de citocinas pro-
inflamatoérias como TNF-a (fator de necrose tumoral) e GM-CSF (fator estimulador de colonias

de granuldcitos-macréfagos).
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2.3.2 Melanina

Outra caracteristica que aumenta a viruléncia do C. neoformans é a presenga de
melanina, visto que se observou que possui fun¢des na protecdo contra a radiacao ionizante, a
alteracdo de temperatura, a fagocitose e compostos antimicrobianos, como também na
realizacdo de uma imunomodulagio (CORDERO; CAMACHO; CASADEVALL, 2020;
NOSANCHUK; STARK; CASADEVALL, 2015). Esse pigmento, que gera uma coloragao
marrom nas coldnias de Cryptococcus spp. em razdo de ser um pigmento de cor escura, realiza
transducdo de energia onde cepas mielinizadas apresentaram a capacidade de crescerem ao
serem expostas a radiacdo de alta energia devido possivelmente converterem a energia
eletromagnética em energia utilizavel para processos bioldgicos (CASADEVALL et al., 2017,
NOSANCHUK; STARK; CASADEVALL, 2015).

Em relagdo ao processo de inibi¢do da fagocitose, foi evidenciado que a melanina
estava vinculada a uma supressao da producdo de EROs pelos macréfagos durante o processo
fagocitico, sendo considerado o fator principal na tolerancia dessas substancias (ESHER;
ZARAGOZA; ALSPAUGH, 2018; TAJIMA et al.,2019). Além disso, esse pigmento gera uma
imunomodulac¢do, processo que forneceu uma prote¢do para o crescimento flingico, tendo em
vista que induziu a prote¢cdo por meio da produgcdo da citocina anti-inflamatéria IL-4
(interleucina 4) para ativagdo das células T tipo 2 (Th2), inibindo assim o processo fagocitico
que ocorreria por meio das células T tipo 1 (Thl) durante o processo de elimina¢do do C.
neoformans do pulmao (MEDNICK, NOSANCHUCK, CASADEVALL, 2005).

No processo de biossintese da melanina, estdao envolvidos os genes LACI e LAC2,
os quais codificam a enzima lacase, uma fenol-oxidase, que € responsavel pela oxidagcao de
substancia fendlicas como a 3,4- dihidroxifenilalanina (DOPA) iniciando, assim, varias reagdes
até a biossintese de melanina (PUKKILA-WORLEY et al., 2005). A melanina estd presente na
parede celular de cepas de C. neoformans, estando presente nessa estrutura apds a fusio de
corpos multivesiculares a parede flingica, nesses corpos contém melanosossomas as quais sao
organelas onde acontece a sintese de melanina, ressaltando que os granulos de melanina podem
ser liberados para o meio extracelular ap6s a acdo enzimatica na estrutura dos melanossomas
(CAMACHO et al., 2019).

O papel da mielinizacdo foi identificado também na protecdo de tratamento contra
agentes antifungicos como no caso da Anfotericina B e da Caspofungina (VAN-DUIN;
CASADEVALL; NOSANCHUK, 2002). Destaca-se que a melanina também apresenta

relevancia em C. gattii, tendo em vista que a expressdo da lacase contribui para a inibicao do
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sistema de defesa dos macréfagos e de respostas dos neutréfilos no inicio da infec¢do da

criptococose (HANSAKON; NGAMSKULRUNGROJ; ANGKASEKWINALI 2020).

2.3.3 Urease

A enzima urease, codificada pelo gene URE], € responsavel por realizar a hidrolise
de ureia em amonia e carbamato, conseguindo fornecer nitrogénio como fonte de utilizacao
para o metabolismo fungica (COX et al.,2000). A urease ¢ uma metaloenzima devido necessitar
de niquel para a efetivacdo da atividade catalitica, além de necessitar das proteinas acessorias
codificadas por URE4, URE6 e URE7 (SINGH et al., 2013). Todavia, hd evidéncias de fungdes
mais amplas correlacionadas a essa enzima identificada pelos pesquisadores Osterholzer et al.
(2009) que por meio da infeccao com cepas de C. neoformans produtoras e nao produtoras de
urease em camundongos foi observado um crescimento de até 100 vezes das cepas produtoras
da enzima quando comparado com as cepas que ndo a apresentavam apos duas semanas de
infec¢do, estando vinculado com a quantidade elevada de IL-4 (interleucina 4) quando
comparado com os niveis de INF-y (interferon gama), polarizando para uma resposta pelas
células Th2, que ndo é eficaz para a eliminacdio do microrganismo, reduzindo assim a
diferenciacdo em células Thl que sdo responsdveis pela eliminacdo efetiva por meio da
fagocitose.

Foi observado em outra linha de pesquisa por Olszewski ef al. (2004) que a urease
estd envolvida com o sequestro de C. neoformans em microcapilares da BHE, entretanto essa
enzima ndo contribui para o crescimento fungico ao ser instaurado no cérebro, sendo necessario
outros fatores de viruléncia como a enzima lacase. Em outro estudo realizado por SHI e? al.
(2010), confirmou a associagc@o da urease com o processo de transmigracao das cepas pela BHE,
sendo verificado raras leveduras no parénquima cerebral no caso de cepas sem urease,
diferentemente de cepas com a presenca de urease que apresentou um resultado elevado de
fungos. No processo de invasdao da BHE, surgiu a hipétese do produto da urease, a amonia,
estar vinculada na adesdo das cepas de C. neoformans em razao de aumentar a expressdo de
adesinas no tecido endotelial ou de realizar um efeito toxico nas junc¢des das células que
compdem a BHE (ZARAGOZA, 2019).

Ademais, em uma pesquisa recente por FU et al. (2018), evidenciou que o aumento
do pH fagolisossomal por meio da amoénia, produzida pela urease, estava associado com uma
reducgdo do crescimento fingico, essa correlacdo aparentemente parece ser negativa, entretanto

essa replicacdo atrasada pode estar vinculada com laténcia do fungo dentro do macréfago,
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corroborando com evidéncias sobre a relagdo entre aumento da replicacao intracelular de C.
neoformans e elevacao de danos lisossdmicos nos macréfagos. Nessa pesquisa, foi identificado
também uma relacdo entre a presenca de urease e ureia com a exocitose nao litica em

macrofagos, facilitando a saida do interior da célula, onde ambas permanecem vivas.

2.3.4 Calcineurina

A calcineurina é uma fosfatase ativada por cdlcio-calmodulina e composta por duas
subunidades, uma catalitica e uma reguladora, que possui como fungdes a regulacdo da
progressao do ciclo celular, do alongamento das hifas e da homeostase i0nica em vérios tipos
de fungo, inclusive em C. neoformans. Ressaltando, que foi identificado a relagdo entre a
atividade dessa enzima e a regula¢do do crescimento fingico a 37°C, gerando sobrevivéncia
dentro do hospedeiro infectado (CRUZ; FOX; HEITMAN, 2001; SQUIZANI et al., 2021).
Dessa forma, essa fosfatase € essencial para o crescimento de C. neoformans em temperaturas
superiores a 35°C e em elevadas concentragdes de cdtions (KOZUBOWSKI et al., 2011).

A presenca do complexo Ca**-calmodulina ativa a calcineurina, que tem como
principal alvo o fator de transcricdo Crzl, o qual se desloca para o nicleo e realiza regulacao
da expressdo génica de genes responsaveis pela producdo de transportadores de calcio como o
PMC1, CCHI1 e VCXI e regula negativamente o gene UREI! (GAMARRA et al., 2010;
SQUIZANI et al., 2021). Em quantidades elevadas de cdlcio gera a ativacdo da via de
sinalizagcao Ca*?- calcineurina, facilitando o crescimento a 37°C, reproducdo sexuada e a
producdo de fatores que auxiliam no processo de viruléncia em razdo de regular a nivel
transcricional os transportadores de cdlcio, a exemplo do transportador de calcio PMCI,
presente na membrana vacuolar, que ao ser interrompido reduz de maneira significativa a
transmigracio do fungo através da barreira hematoencefilica. E importante evidenciar também
que cepas com auséncia do transportador PMCI1 possuem os niveis intracelulares de célcio
alterados e geram uma menor ativac¢ao do gene produtor de urease, URE, e do gene NIC1, que
codifica um transportador de niquel o qual é necessdrio para atividade da urease de conversao

de ureia em amonia (SQUIZANI et al., 2017).

2.3.5 Outros fatores de viruléncia

-

E importante ressaltar que ha também outros fatores de viruléncia como a

superéxido dismutase, protease, fosfolipase, proteina antifagocitica 1 e alteracdes estruturais.
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A superdxido dismutase € um polipeptidio que € sintetizado no citosol e translocado para a
matriz da mitocdndria, sendo uma defesa para o microrganismo devido a sua acao antioxidante
contra espécies reativas de oxigénio, permitindo assim a viabilidade celular. Além de ter sido
identificado que a presenca dessa enzima € essencial para o crescimento de coldnias de C.
neoformans em temperaturas elevadas (GILES et al., 2005). Em relacdo as enzimas fosfolipase
e protease, identifica-se que a primeira tem como fungdo digerir membranas celulares e
promover lise da célula por meio da hidrélise dos fosfolipidios presentes na membrana, obtendo
também uma acao de destruicdo da substincia surfactante nos pulmoes, permitindo, assim, uma
maior adesdo do fungo nesse 6rgdo e que a segunda possui com finalidade de digerir
imunoglobulinas e parte do sistema complemento no hospedeiro (CAMPOS; BARONI, 2010).
Ressalta-se que a fosfolipase B estd vinculada a invasdo ao parénquima pulmonar e a
disseminagcdo hematogénica e linfética, facilitando esses processos em cepas que continham
essa enzima e, consequentemente, um aumento do processo infecioso (SANTANGELO et al.,
2004). Em relagdo a proteina antifagocitica 1, sabe-se que uma fun¢do na inibi¢ao da fagocitose
realizada pelo sistema complemento, sendo essa proteina regulada por algumas condicdes no
pulmdo do hospedeiro como temperatura, concentracio de CO; e quantidade de glicose
(MOMIN; WEBB, 2021). Por fim, ha alteracdes estruturais que favorecem a viruléncia como
as modificagdes que geram um aumento celular e espessamento da parede celular e da capsula,
onde cerca de 30% das células de C. neoformans sao convertidas nessas células maiores, células
Titas, no inicio da infec¢do pulmonar, resultando em uma diminui¢do da fagocitose (ZAFAR

etal., 2019).

2.4 Tratamento preconizado para a criptococose

De acordo com o Ministério da Saide o tratamento para meningite criptocdcica
deve contar com o auxilio do Guia de Vigilancia em Satde, levando em consideracao tanto o
estado imunoldgico do paciente quanto o acesso dos medicamentos. Todo o tratamento €
dividido em trés fases sendo essas: indu¢ao, consolida¢do e manutencdo, com auxilio de AFB,
FCZ, ITR e FC, sendo este ultimo antifingico recentemente incorporado em razao da eficicia
superior e seguranca semelhante ao tratamento quando vinculado com a AFB do que quando a
AFB € usada isoladamente, obtendo também efeito sinérgico apds a combinacao da AFB com
FC (BRASIL, 2022, STEVENS, 2012).

De acordo com o Consenso em criptococose por Kon et al. (2008) a terapia para

infec¢do pulmonar por Cryptococcus spp. em individuos imunocompetentes envolve FCZ ou
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ITR ou AFB de 6 a 12 meses nos casos leves a moderados, e em individuos
imunocomprometidos FCZ ou ITR de 6 a 12 meses. Em relacdo aos dois tipos de pacientes,
caso haja a presenca da forma grave da infec¢do pulmonar, indica-se o tratamento como
meningoencefalite, além de ser possivel que pacientes com formas pulmonares localizadas,
assintomdticos, oligossintomaticos ou com nddulo pulmonar ressecado ndo utilizem
antifiingicos, porém devem ter uma monitoriza¢do criteriosa dos sintomas e parametros
laboratoriais.

Os antiftingicos utilizados no tratamento da infec¢do por Cryptococcus sp. possuem
mecanismos de acao especificos a exemplo da AFB que é um polieno macrolideo anfotérico e
que se liga principalmente ao ergosterol, o qual estd presente na membrana celular do fungo,
formando poros a fim de alterar a permeabilidade, favorecendo, assim, o extravasamento de
moléculas intracelulares e lise celular. Ressalta-se que € um antifiingico com maior espectro de
acdo, englobando C. albicans, C. neoformans e Aspergillus fumigatus administrado por via
intravenosa (FUCHS; WANNAMACHER, 2017). Com relacdo ao FCZ, esse farmaco faz parte
dos triazéis e tem a¢do na inibi¢do da enzima lanosteol 14- a desmetilase (CYP51) do grupo
citocromo P450, que € responsavel pela producao do ergosterol, um dos principais componentes
da membrana celular flingica, tendo utilizacdo tanto na meningite criptocdcica quanto na
candidemia por via intravenosa ou via oral (KATZUNG, VANDERAH, 2023; MENOZZI et
al., 2017).

Outro farmaco que faz parte dos triaz6is € o ITR que tem acdo também na inibi¢ao
da sintese do ergosterol, podendo ser utilizado no tratamento de vérias micoses sistémicas como
aspergilose, blastomicose, candidiase, apresentando uma atividade antifiingica potente que
pode ser administrado via oral ou intravenosa (CAZEDEY et al., 2007, KATZUNG,
VANDERAH, 2023). Por fim, o farmaco FC que inicialmente foi desenvolvido como
antineopldsico, mostrou-se ser um antifiingico potente por meio da introducdo em células
fingicas, com auxilio da enzima permease, € depois da conversdo a S-fluorouracil, por meio da
citosina desaminase, e do processamento, por intermédio da uracil fosforibosiltransferase, para
ocorrer assim a inibicao da enzima timidilato sintetase e, consequentemente, reducio da sintese
do desoxirribonucleotideo timina que compde de DNA do fungo, sendo ativa contra C.
neofroamans spp., Candida spp. e fungos demdceos que causam a cromoblastomicose,
normalmente sendo associada com AFB em infeccdes graves (KATZUNG, VANDERAH,
2023; RITTER et al., 2022; ZHAOQO et al., 2023).

Dentre as fases do tratamento farmacoldgico da criptococose, a fase de indugao tem

o objetivo de reduzir de maneira significativa a carga flingica e, consequentemente, as taxas de
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mortalidade, obtendo como periodo minimo de duas semanas, a fase de consolidacdo esta
vinculada com a permanéncia de negatividade da carga flingica e normalizacdo de sintomas e
de parametros laboratoriais, sendo utilizada por no minimo oito semanas, e por fim, a fase de
manuteng¢do, a qual também é denominada de fase de supressdo, tendo como finalidade manter
o paciente sem a reincidéncia de infeccdo em pacientes imunossuprimidos com CD4* < 100
células/mm?>, obtendo um tempo minimo de 1 ano, variando de acordo com o estado
imunolégico do individuo (GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY, 2021; KON et al., 2008).
Na fase da indugdo, é preconizado AFB, que pertence ao grupo poli€nico e que
possui um sinergismo com flucitosina, podendo assim vir associada com FC por pelo menos 14
dias, principalmente em casos mais graves. E importante evidenciar que hd a possibilidade de
indica¢cdo do uso de fluconazol associado a FC como alternativa terapéutica nessa fase inicial
em pacientes imunodeprimidos. Na fase de consolida¢do héd o uso do FCZ que € do grupo dos
azois, sendo preconizado a utilizacdo por no maximo de 10 semanas quando presente nessa
fase. Ressalta-se, que o uso do fluconazol s6 acontece quando anteriormente ha o uso da AFB
em associacdo com FC pelo periodo predefinido. Por fim, na fase de manuten¢do hd a
recomendacio, para pacientes imunodeprimidos, o uso de fluconazol ou de itraconazol durante
um periodo extenso de 12 a 24 meses (BRASIL, 2019; RITTER et al., 2022; STEVENS, 2012).
Segundo as diretrizes para diagndstico, prevencao e gerenciamento da criptococose
em adultos, adolescentes e criangas infectados pelo HIV da OMS (2018), € necessario a triagem
para antigeno criptocécico seguida de terapia preventiva caso haja positividade da presencga do
antigeno antes de iniciar ou reiniciar terapia anti-retroviral (TARV) em adultos e adolescentes
HIV positivos com contagem < 100 células/mm® de células CD4*, a fim de reduzir o
desenvolvimento da meningite criptocdcica. Entretanto, em criangas nao € recomendada a
profilaxia inicial em razdo da baixa incidéncia de meningite criptocdcica nessa faixa etaria.
Sendo enfatizado também nessas diretrizes que ndo € recomendado o uso de corticoide junto
com a terapia de inducdo e que a TARV, para pacientes positivo para o virus HIV e meningite
criptocdcica, deve ser adiada por 4 a 6 semanas apos o inicio da terapia antifingica, a fim de

reduzir os riscos de mortalidade.
2.5 Resisténcia aos antifiingicos
A resisténcia a terapia com antifiingicos € uma problemadtica em razdo do escasso

arsenal de antiftingicos para erradicar os fungos e do crescente aparecimento de patégenos

multirresistentes, que foram gerados por varios mecanismos adaptativos de resisténcia como
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alteracdo do alvo da droga com a formacao de esterdis alternativos dificultando a ligagdo com
a Anfotericina B e superexpressdo de bombas de efluxo para a liberagdo dos antiftingicos dos
alvos do ativo farmacolégico (LEE et al., 2021).

Em relagdo aos compostos poliénicos, o principal mecanismo de resisténcia
proposto é a mutacdo na enzima esterol A8-7 isomerase, reduzindo a sintese de ergosterol,
dificultando, assim, a acdo da AFB em C. neoformans (BERMAS; GEDDES-MCALISTER,
2020). O mecanismo de resisténcia relacionado ao antifiingico do grupo de poli€nicos estd
representado na Figura 2.

Hé também a existéncia de resisténcia aos compostos azélicos em varios fungos,
englobando o fungo causador da criptococose, em razdo de provavelmente possuir acdo
fungistatica. Os mecanismos envolvidos nos fungos resistentes estdo vinculados a 1) mutagdes
no ERGI1, que é o gene responsdvel pela producdo da enzima lanosteol 14-a desmetilase, a
qual € o principal alvo de acdo do FCZ, e 2) superexpressdao de genes ERG11, aumentando a
quantidade de alvos com o fito de diminuir a susceptibilidade ao medicamento, e de genes AFR1
e MDRI vinculados a formacdo de bombas de efluxo (BERMAS; GEDDES-MCALISTER,
2020). Ressalta-se que cepas de C. neoformans sao heterorresistentes aos compostos azoélicos,
contribuindo o retorno da infeccao flingica durante a terapia de manuten¢do com o FCZ (ZHAO
et al., 2023).

Hé trabalhos que evidenciam esses mecanismos de resist€éncia como em um
trabalho por Sionov, Chang e Kwon-Chung (2013) que identificou o aumento de cepas C.
neoformans que nao responderam ao tratamento antifingico, em decorréncia de uma
superexpressdao do gene ERGI I, sendo esse aumento relacionado possivelmente com o uso
prolongado do FCZ.

O outro mecanismo de resisténcia identificado estd vinculado com o aumento da
expressdo do gene CnAFRI, que codifica a proteina de bomba de efluxo presente na membrana,
aumentando assim a formacgdo dessa proteina que ird realizar a retirada dos farmacos do interior
do microrganismo e, consequentemente, uma ineficicia do tratamento terapéutico, a exemplo
do que foi observado em C. neoformans com o efluxo principalmente do FCZ (POSTERARO
et al., 2003). Os mecanismos de resisténcia envolvendo os compostos azdlicos estdo

esquematizados na Figura 2.



Figura 02 — Mecanismos de resisténcia aos antiflingicos
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Em relacdo a FC, foram relatadas mutagdes em cepas de C. neoformans no gene

MSH?2, que € responsavel por codificar a proteina de reparo de incompatibilidades do DNA,

gerando estados hipermutadores com aumento de mutacdes e de aneuploidias que podem

conferir uma ineficdcia frente ao uso dos antifungicos, principalmente a FC (ZHAO et al.,

2023).

Ademais, foram relatadas resisténcias a flucitosina em cepas criptocdcicas

correlacionadas a mutagénese dos transposons, que sao genes transponiveis na sequéncia de

DNA, além de mutag¢des que geram a inibicdo da expressdo do gene FURI, responsavel pela

producdo uracil fosforibosiltransferase, do gene FCY2, que produz a citosina permease € do

gene UXSI, que realizada a producdo de uma enzima conversora de dcido UDP glicurdnico

gerando o acimulo dessa substancia que age suprimindo o pré-farmaco (FC) e o farmaco (5-

fluorouracil) (BERMAS; GEDDES-MCALISTER, 2020; BILLMYRE et al., 2020).
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Em relagdo a resisténcia aos antifiingicos utilizados, foi observado em um estudo
que algumas cepas de C. neoformans e de C. gattii ndo apresentaram redu¢do com o uso do
itraconazol e da anfotericina B, que sdo farmacos utilizados normalmente na terapia da
criptococose (DA SILVA et al., 2008). Em outra pesquisa com o FCZ e a AFB foi identificado
um aumento da concentracdo inibitéria minima (CIM) de AFB para com as cepas de C.
neoformans em razio de uma reduzida quantidade de ester6is da membrana, logo por ter uma
dependéncia dessas substancias para alterar a permeabilidade da membrana celular, evidenciou-
se que a mudanca da quantidade gerou uma resisténcia a esse antifingico (KELLY et al.,
1994). Ressalta-se também que a presenca de células titds estd vinculada com a resisténcia ao
FCZ e a AFB, em decorréncia de diminuir a penetrabilidade do farmaco, reduzindo a¢do para

eliminagdo da infeccdo (ZAFAR et al., 2019).

2.6 Novas alternativas terapéuticas para contornar a resisténcia aos antifiingicos

2.6.1 Associagdo de farmacos

A interacdo entre fiarmacos pode desencadear uma alteracdo da absor¢do, da
distribuicao, da metabolizacdo e da excre¢do, além de poder promover uma acao sinérgica,
aditiva, indiferente e antagonista, logo dependendo da associagdo pode desencadear uma
melhora significativa com a reducdo do tempo de tratamento. Com relacdo a interagdao
farmacodinamica, no efeito sinérgico hd um aumento de um efeito terapéutico que pode ser
desencadeado por uma jun¢do de fairmacos que possuem o mesmo mecanismo de acdo ou por
uma associacdo de farmacos que possuem vias de acdo diferentes, em que um farmaco
potencializa o efeito do outro, reduzindo as concentragdes efetivas. H4 também as interagdes
aditivas que a agdo final € resultado da soma das acdes individuais, indiferentes que apds a
associacao a acdo € equivalente a um farmaco utilizado sozinho e, por fim, a acao antagonista,
que acontece a redugdo ou supressdo de uma resposta farmacoldgica de um medicamento a
partir da presenga de outro, reduzindo a eficdcia do efeito terapéutico (JORGE et al., 2017;
SECOLLI, 2001).

As interacdes entre os medicamentos podem gerar beneficios no tratamento
terapéutico a exemplo do refor¢co da eficicia e da reducdo da resisténcia microbiana,
aumentando as chances de eliminacdo da doen¢a ou minimiza¢ao do problema de saude que
esteja acometendo o paciente (BRASIL, 2012). Além da associag@o entre as drogas poderem

retardar a progressao de resisténcia do microrganismo ao esquema terapéutico, ha também o
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favorecimento de reducdo das quantidades administradas em razdo da combinacio
medicamentosa, diminuindo, assim, o risco de toxicidade (HASSELT; IYENGAR, 2019).

As combinagdes de farmacos estdo inseridas atualmente no mercado como o
esquema no tratamento da tuberculose que associa os medicamentos rifampicina, isoniazida,
pirazinamida e etambutol e no tratamento da meningite criptocécica que indica as associagdes
da AFB e FC oudo FCZ e FC (BRASIL, 2019). Outras combinag¢des sdo realizadas para ampliar
espectro de a¢do contra microrganismos no ambiente hospitalar como o uso concomitante da

vancomicina e meropenem (SANTOS et al., 2016).

2.6.2 Reposicionamento de farmacos

O reposicionamento de farmacos é uma estratégia que identifica possiveis
principios ativos, que ja possuem perfil farmacocinético e toxicoldgico descritos, para uma nova
indicagdo clinica, a qual difere da indicacdo original para o qual foi desenvolvido (BUTTS;
KRYSAN, 2012; PUSHPAKOM et al., 2018). Exemplos de medicamentos que passaram por
esse processo de reaproveitamento ¢ o minoxidil que foi desenvolvido inicialmente para
controlar a hipertensao arterial por via oral e apds observacdes de efeitos colaterais como a
hipertricose e realizacdo de alguns estudos comecou a utilizacdo de solu¢do de minoxidil
aplicado via tdépica para o tratamento de alopecia androgenética (NASCIMENTO;
GONCALVES, 2021).

A fim de realizar o reposicionamento de medicamentos, primeiramente, uma
molécula € identificada a ser um possivel potencial para uma determinada a¢ao farmacoldgica
e depois hd realizagdo de estudos pré-clinicos e estudos clinicos, levando em consideragdo a
seguranca estabelecida nos estudos de fase I que foram realizados para a indicagdo inicial. Com
0 objetivo selecionar a molécula podem ser realizados as abordagens computacionais, que
englobam comparagdo de assinaturas de um medicamento com base por exemplo nas
similaridades estruturais; realizacdo de docking molecular computacional; estudos da
associacdo do genoma, identificando novos alvos para determinada doenca; mapeamento de
caminhos, onde envolve a constru¢do de caminhos com dados genéticos, dados da doenga e
interagdo proteica; andlise clinica retrospectiva, analisando registros eletronicos de satide e
novas fontes de dados como grandes biobancos de DNA vinculados com os registros eletronicos
de saide. Além dessa abordagem, hd as abordagens experimentais, tendo exemplo os ensaios
como a cromatografia de afinidade e espectrometria de massa para identificar novos alvos de

drogas conhecidas e a triagem fenotipica englobando modelos in vivo e in vitro com a finalidade
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de identificar moléculas que apresentam efeitos para determinadas doencas (PUSHPAKOM et
al., 2018).

Em razdo da presenca de resisténcias a alguns tratamentos e do repertorio reduzido
de antifiingicos quando comparado com a quantidade de antibacterianos comeg¢ou a ascensao
da utilizacdo do reposicionamento de farmacos, ou seja, da busca de medicamentos que
continham capacidade antifingica, mas com indica¢des que a priori nao se enquadravam como
um antifingico, comecando também associar, principalmente, com antifingicos existentes,
buscando, assim, um efeito sinérgico (BUTTS; KRYSAN, 2012).

No tocante a inibicdo de cepas de C. neoformans, foi identificado um efeito
antifiingico na combinacdo de um antimaldrico, primaquina, € de um anti-inflamatorio,
celecoxibe (VALLIERES et al., 2020). Outro farmaco testado em experimentos foi o
mebendazol interagindo com FCZ e AFB, sendo identificado efeito sinérgico com a AFB,
entretanto sem efeito na associagdo com FCZ (JOFFE et al., 2017).

Ademais, foi demonstrado a efetividade de outros firmacos na eliminacdo das cepas
desse microrganismo como a sertralina, que € um psicotrépico, tendo evidéncia de eliminagao
também da carga fingica presente no cérebro em murinos, mostrando ser uma possibilidade de
uso nos casos de meningite criptocécica (ZHAI et al., 2012). Posteriormente, para colocar em
pratica o reposicionamento de medicamentos de maneira eficaz foram realizados em ensaios
clinicos como os estudos de fase III com a sertralina (NCT 01802385) e outro estudo
envolvendo a utilizagdo em um grupo de pessoas, inclusive pacientes infectados pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) com meningite criptocécica, sendo identificado que os
individuos apresentaram depuracdo fiingica e uma menor incidéncia de sindrome inflamatéria
de reconstituicao imune (RHEIN ez al., 2016). Dessa forma, o reposicionamento de farmacos €
bastante promissor principalmente pelo medicamento obter testes de seguranca e reduzir os

custos em relacdo a pesquisa e desenvolvimento de novos ativos (PUSHPAKOM et al., 2018).

2.6.2.1 Amiodarona

A amiodarona (AMD), (2-butil-1-benzofuran-3-il)-[4-[2-(dietilamino)etoxi]-3,5-
diiodofenilJmetanona (Figura 3), ¢ um fiarmaco antiarritmico de classe III, obtendo o
mecanismo de a¢cdo por meio do prolongamento do potencial de agdo cardiaco através de alguns
canais de potassio. Tal prolongamento aumenta o periodo refratdrio, reduzindo assim episédios
de taquicardia (RITTER et al., 2022). Esse farmaco apresenta-se tanto na forma liquida, que

possui como dose usual Smg/kg em 250mL de solug¢do de glicose a 5% e administragio
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parenteral por um periodo de 20 minutos a 2 horas, quanto na forma sé6lida, que pode ter doses
didrias variando de 100mg a 1000mg dependendo da necessidade do paciente e administracio
oral (CLORIDRATO DE AMIODARONA, 2019, GUIA FARMACEUTICO, 2021). A AMD
tem acdo inibitéria nas enzimas CYP 3A4, CYP 2C9, CYP 2D6 e tempo de meia-vida de
eliminac¢do longa variando de 20 a 100 dias, além de possuir elevada distribui¢do pelos tecidos
(CLORIDRATO DE AMIODARONA, 2019). Em relacdo a concentragcdo plasmatica méxima
pode variar de 2,5 a 3ug/mL atingindo o pico entre 3 e 7 horas (ANCORON, 1997;
CLORIDRATO DE AMIODARONA, 2019).

Figura 03 - Representacdo estrutural da Amiodarona
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Nas ultimas décadas, comegou a correlacio da atividade antifingica,
principalmente em Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Fusarium oxysporum e
Aspergillus nidulans, tendo dados que em cepas de C. neoformans ha uma inibi¢do a partir do
uso da AMD na concentragdo de S5uM, que é equivalente a 3,2ug/mL, bloqueando totalmente
a proliferacdo desse fungo (COURCHESNE, 2002). Além disso, foi observado na literatura
outra linha de pesquisa que demonstrou eficicia contra cepas flngicas, realizada por Da Silva
et al. (2013) com Candida tropicalis.

Recentemente, foram realizados estudos envolvendo administracdo de amiodarona
em nanocapsulas lipidicas em camundongos, obtendo como resultado um aumento do efeito
antifiingico, provavelmente pelo influxo de célcio e H*, causado pela hiperpolarizacdo da
membrana transitdria seguida de uma despolarizacdo, e pela regulacdo a expressdo dos genes
envolvidos na via calcio-calcidurina (MARESOVA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2021).

A fim de analisar a atividade antifingica da AMD, foi evidenciado em um estudo
com C. albicans que esse farmaco alterou a expressao de genes responsaveis pela producao da

parede celular e pela regulacao de cations, de vias de transcri¢do, do transporte vesicular e do
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ciclo celular, conferindo atividade ligada ao estresse de cdlcio e pH em razao da superexpressao
dos canais de Ca*? de membrana, CCH1 e MIDI, e do vactolo, PMCI1(GAMARRA et al.,
2010). Sendo essa atividade antifingica da AMD evidenciada em outra linha de pesquisa, onde
foi observado efetividade da AMD e de um antipsicético, Tioridazina, em cepas de C.
neoformans dentro de fagdécitos murinos, mostrando ser potenciais na elimina¢do de uma
infeccao pulmonar (BUTTS et al., 2013).

A associacdo da AMD com outro antifingicos, como o FCZ, parece ser bastante
promissora, tendo em vista que em um trabalho com C. tropicalis houve o aumento de células
eliminadas apds o tratamento com a associagdo desses dois fairmacos e a combinagdo entre as
drogas obteve-se um ICIF< 0,50 que correlaciona com uma interagdo farmacoldgica do tipo
sinérgica (DA SILVA et al.,2013). Portanto, ao avaliar esses dados que demonstram a atividade
promissora acerca da AMD ¢é necessdrio a exploracdo do seu efetivo potencial antiftingico
durante o tratamento da criptococose, podendo reduzir a evolu¢do da doenca principalmente

em pacientes imunossuprimidos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antifingica da Amiodarona in vitro e a sua interagdo

farmacologica com o Fluconazol frente a cepas clinicas de Cryptococcus spp.

3.2 Objetivos Especificos
e Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima da Amiodarona em cepas de
Cryptococcus spp.;
e Determinar a Concentracao Inibitéria Minima do Fluconazol em cepas de Cryptococcus
spp-;

e Avaliar a interacdo farmacoldgica entre a Amiodarona e o Fluconazol.
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento e local da pesquisa

O estudo que foi realizado é experimental, prospectivo e de cardter analitico.
Ressaltando que o experimento foi desenvolvido no Laboratério de Bioprospeccao de

Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN - UFC).

4.2 Obtencao das cepas

Neste estudo foram utilizadas 7 cepas clinicas de Cryptococcus spp. € 2 cepas do
banco ATCC, Candida parapsilosis ATCC 22019, que € intrinsicamente sensivel ao FCZ, e
Candida krusei ATCC 6258, que € resistente ao FCZ, as quais sdo cepas de referéncia utilizadas
no controle de qualidade do teste de sensibilidade aos antimicrobianos, todas pertencentes a
micoteca do Laboratério de Bioprospec¢do de Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN - UFC).
A cepas foram armazenadas em caldo Muller Hinton acrescido de glicerol, a uma temperatura
de -20°C.

Na recuperagdo, transferiu-se 100uL da suspensao das leveduras em 900pL de meio
caldo Sabouraud dextrose e levadas posteriormente para serem incubadas a 37 + 2°C por 72
horas as cepas de Cryptococcus spp. e 24 horas as cepas de Candida spp., que é correspondente
a fase exponencial de crescimento. Depois, foi realizado um repique em meio dgar Batata com

cloranfenicol 2% onde foram incubadas novamente a 37 + 2°C por 72 horas (CLSI, 2008).
4.3 Obtencao dos ativos farmacolégicos

Os farmacos Amiodarona (Hipolabor) e Fluconazol (Sigma-Aldrich) foram cedidos
pelo LABIMAN-UFC e foram utilizados nas concentracdes de trabalho de 512 pg/mL e de 128
pug/mL respectivamente.
4.4 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

O teste de sensibilidade das cepas de Cryptococcus spp. foi realizado pela técnica

de Microdilui¢do em Caldo conforme o método estabelecido pela norma M27-A3 do CLSI

(CLSI, 2008).
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4.4.1 Preparo do inoculo

As cepas foram repicadas em placas contendo meio de cultura dgar Batata com
cloranfenicol 2% e posteriormente incubadas em temperatura de 37 + 2°C por 72 horas.
Posteriormente, utilizou uma alca bacterioldgica para retirar a colonia e inocular em 3 mL de
solucdo salina estéril 0,85% (p/v). Apds a realizacdo da suspensdo, realizou o ajuste de
densidade celular para a escala 0,5 de McFarland (CLSI, 2008).

A partir dessa suspensdo com a densidade j4 ajustada foi retirada a quantidade de
20uL para inocular em um tubo contendo ImL de meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institute (pH 7,0) tamponado com 4cido morfolinopropanosulfonico (MOPS, Sigma-chemical)
e deste tubo foi retirado 100 uL para inocular em outro tubo contendo RPMI 1640 q.s.p. 2mL,
sendo essa dltima dilui¢do utilizada no teste (CLSI, 2008).

4.4.2 Inoculacdo em microplaca

O teste foi realizado em placas de microdiluicdo estéreis e descartaveis, as quais
apresentavam 96 pogos em formato de U. Com a micropipeta multicanal, adicionou-se 100uL
de meio RPMI 1640 em cada fileira da placa, excetuando a segunda fileira que foi destinada
para colocar 200uLL. da AMD diluida com a concentracdo de 512ug/mL e do FCZ diluido em
concentracdo de 128 ug/mL. Logo em seguida, 100uL da droga foi retirada do pogo 2 e
transferido ao poco 3 seguindo em ordem até o poco 11 a fim de realizar a diluicdo seriada.
Posteriormente, foi utilizada uma pipeta monocanal para colocar 100uL de cada indculo com
os microrganismos do poco 2 ao 12. Desta forma, o poco 1 foi o controle negativo do teste,
contendo apenas o meio de cultura e que o pogo 12 foi o controle positivo do teste, estando
presente meio de cultura e microrganismo. Por fim, as placas foram incubadas em estufa por
72 horas a 37 +2°C para posterior leitura dos resultados, a qual foi realizada visualmente (CLSI,

2008).

4.5 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A Concentragdo Inibitéria Minima foi definida como a menor concentracdo da

droga que impediu o crescimento visivel de 50% do microrganismo. Dessa forma, a anélise foi

realizada visualmente comparando os crescimentos obtidos no poco 12, controle positivo, com
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os pogos contendo as diferentes concentragdes da droga resultante da dilui¢do seriada (CLSI,

2008).
4.6 Avaliacao da interacao farmacolégica

A fim de determinar a interacdo farmacoldgica, utilizou-se o método de
Checkerboard adaptado de Da Silva et al. (2013), onde realizou-se a determinago do Indice de
Concentracdo Inibitéria Fracionaria (ICIF). O ICIF foi calculado de acordo com a equagio
nimero 1. E importante evidenciar que CIM A e CIM B ISOLADO correspondem s
concentragdes inibitérias das drogas isoladas e CA e CB COMBINADO se referem as
concentragdes dos farmacos combinados. A CIM encontrada para cada droga foi determinada
de acordo com o teste sensibilidade aos antimicrobianos para o Cryptococcus spp.

Foi adicionada a quantidade de 100uL do meio RPMI 1640 em cada fileira da placa,
excetuando a segunda fileira que foi destinada para colocar 200uL da solucdo resultante da
combinagdo das concentracdes dos farmacos de acordo com a cepa avaliada. Logo em seguida,
foi realizada a diluic@o seriada do pogo 2 até o pogo 11 e depois adicionado 100uL do indéculo
final. Ressalta-se que o poco 1 foi o controle negativo do teste, contendo apenas o meio de
cultura e que o po¢o 12 foi o controle positivo, estando presente meio de cultura e
microrganismo (CLSI, 2008). No final, a interacdo entre as drogas foi classificada como
sinérgica (SIN), se ICIF <0,5; aditiva (ADT), se 0,5 < ICIF < 1; indiferente (IND), se 1 < ICIF
<4; ou antagonista (ANT), se ICIF > 4 (JORGE et al., 2017).

CA COMBINADO n CB COMBINADO (1)
CIM AISOLADO  CIM B ISOLADO

ICIF =

4.7 Analise estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicata e o resultado considerado foi a média

aritmética dos testes com o fluconazol e amiodarona.
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S RESULTADOS

5.1 Determinacao da CIM

A partir da realizacdo dos ensaios de sensibilidade aos antimicrobianos, as CIMs
foram determinadas para cada droga frente as cepas testadas. Para a amiodarona, os valores de
CIM variaram entre o intervalo de 1,33 a 213,3pug/mL envolvendo cepas clinicas de
Cryptococcus sp., € de 2 e 1pg/mL para as cepas ATCC (Tabela 1).

A CIM encontrada para o fluconazol nas cepas clinicas de Cryptococcus spp.

variaram entre 1 a 5,33pg/mL e de 2 e 32pug/mL para as cepas ATCC (Tabela 1).

Tabela 1 — Concentrag¢do inibitéria minima (CIM) do fluconazol (FCZ) e da amiodarona (AMD)
em cepas de Cryptococcus spp. € cepas ATCC (American Type Culture Collection)

Identificaciao CIM 50% (pg/mL)
das cepas FCZ AMD
Cryptococcus sp. (01) 1 149,33
Cryptococcus sp. (02) 1,75 74,66
Cryptococcus sp. (03) 2,75 3,66
Cryptococcus sp. (04) 2,75 4,33
Cryptococcus sp. (05) 3 213,33
Cryptococcus sp. (06) 2,25 1,33
Cryptococcus sp. (07) 5,33 256
C. parapsilosis ATCC 22019 2 2
sensivel ao FCZ
C. krusei ATCC 6258 32 1
resistente ao FCZ

Fonte: elaborada pela autora.

5.2 Avaliacao do efeito associado da amiodarona e do fluconazol

Dentre as 7 cepas analisadas, observou-se que em 4 (57,14%) houve uma redugao
da CIM em decorréncia da acao sinérgica da associacdo da amiodarona com o fluconazol; em
3 (42,86%) apresentaram interacao do tipo aditiva. Nenhuma cepa apresentou efeito antagonista

(Tabela 2). Ademais, foi evidenciado uma diminui¢ao da CIM tanto do FCZ quanto da AMD,
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obtendo o exemplo da cepa 7 que apresentou um valor 4 vezes menor quando comparado a

concentragdo inibitéria minima da AMD antes (Tabela 1) e apds a associacdo farmacoldgica

(Tabela 2).

Tabela 2 — A interacdo farmacoldgica entre o fluconazol (FCZ) e a amiodarona (AMD) frente a
cepas de Cryptococcus spp. e cepas ATCC (American Type Culture Collection), classificada como
sinérgica (SIN), aditiva (ADT), indiferente (IND), ou antagonista (ANT) a partir do Indice de
Concentragdo Inibitéria Fracionada (ICIF)

CIM FCZ CIM AMD Tipo de
Cepas COMBINADO | COMBINADO | ICIF interacao
(ng/mL) (ng/mL)
Cryptococcus sp. (01) 0,33 49,77 0,66 ADT
Cryptococcus sp. (02) 0,21 9,33 0,24 SIN
Cryptococcus sp. (03) 1,25 1,67 0,91 ADT
Cryptococcus sp. (04) 0,68 1,08 0,5 SIN
Cryptococcus sp. (05) 0,09 6,66 0,06 SIN
Cryptococcus sp. (06) 1,12 0,66 0,99 ADT
Cryptococcus sp. (07) 1,33 64 0,5 SIN
C. parapsilosis ATCC 22019 2 2 2 IND
sensivel ao FCZ
C. krusei ATCC 6258 16 0,5 1 ADT

resistente ao FCZ

Fonte: elaborada pela autora.
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6 DISCUSSAO

Em detrimento do aumento da ineficacia de eliminacdo de cepas de Cryptococcus
spp. frente aos farmacos utilizados na terapia antifiingica como o fluconazol e anfotericina B,
visa-se a necessidade de pesquisa e desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas efetivas.
Dessa forma, é de grande importancia a busca de ativos farmacolégicos a fim de serem
utilizados no combate a infec¢des flingicas, onde o reposicionamento de fairmacos se torna uma
estratégia vidvel devido as propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas serem previamente
conhecidas.

No presente trabalho, a AMD demonstrou atividade inibitdria frente a cepas de
Cryptococcus spp., onde observou-se semelhanga da CIM de 3 cepas clinicas deste estudo com
uma pesquisa realizada que obteve os valores de CIM da AMD iguais a 12,5 ug/mL para duas
cepas e a 6,25 pg/mL para uma cepa de Cryptococcus sp. (OLIVEIRA et al., 2021). Em outra
linha de estudo por Courchesne (2002) envolvendo cepa de C. neoformans de um banco, JEC21,
obteve a conclusio que o aumento da concentragdo da AMD permitia lentificar o processo de
crescimento celular, inibindo drasticamente a proliferacdo criptocécica. Além disso, foi
identificado nesse mesmo estudo que o uso das concentragdes 5 M (3,2ug/mL) e 7 uM
(4,5pg/mL) reduziram o crescimento de uma cepa clinica de Cryptococcus sp. e que as CIM
variaram entre 15 pM (9,7ug/mL) a 50 uM (32,3pg/mL) para as espécies fungicas
Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus nidula, respectivamente. Quando comparado com 0s
resultados obtidos, observou-se que em trés cepas clinicas 3, 4 e 6, conforme mostradas na
Tabelas 1 e Tabela 2, a AMD apresentou a concentragdes abaixo de 4,5 pg/mL, principalmente
apos a associacao com o FCZ.

Em outro estudo envolvendo cepas de C. albicans sensiveis e resistentes ao
fluconazol, foi observado que os valores da concentracio inibitéria minima da AMD foram
iguais a 25 pg/mL, onde esse valor encontra-se no intervalo dos resultados achados neste
estudo. Essa comparacdo evidencia que apesar de serem microrganismos de espécies diferentes
ha uma proximidade dos valores obtidos das CIMs da AMD, o que sugere que atividade
antifiingica pode acontecer, provavelmente, em sitios ou por mecanismos de acdo semelhantes
(GAMARRA et al., 2010).

E possivel evidenciar que a Amiodarona além de apresentar atividade antifingica
in vitro possul também ac¢do contra bactérias, tendo em vista que em um estudo in vitro houve
acdo rapida de eliminagdo de cepas bastante isoladas na clinica, como Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, onde apresentaram valores de CIM
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menores ou iguais a 0,5nug/mL (ITTZES et al., 2020). Ademais, foi identificado também uma
efetividade da AMD contra o virus Ebola, causador da doenga Ebola, durante um estudo com
células infectadas com o virus utilizando a concentracdo equivalente a 3,6 pg/mL (5,6 uM)
(SALATA et al., 2015).

Os resultados, ap6s o método de Checkerboard, t€m associacdo com o trabalho
realizado por Oliveira et al. (2021) que também observou uma redugdo dos valores de CIM do
FCZ e da AMD quando associados, a exemplo de uma cepa que antes apresentava CIM do FCZ
de 0,5 pg/mL e ap6s o uso em conjunto apresentou CIM igual a 0,25 pg/mL, obtendo ao final
um valor de ICIF que caracterizava uma interagdo aditiva. Ao avaliar as cepas clinicas utilizadas
no teste, interagdes do tipo aditiva também foram encontradas no presente trabalho, tendo em
vista que apOs a combinagdo dos farmacos evidenciou uma agdo aditiva em 3 (42,86%) cepas
clinicas de Cryptococcus spp.

Além disso, obteve-se uma interacao sinérgica em 4 (57,14%) cepas clinicas, sendo
essa interagdo similar ao resultado de um estudo com Candida tropicalis que em 6 cepas
clinicas a combinacdo entre AMD e FCZ também gerou um efeito sinérgico (DA SILVA et al.,
2013). Em outro estudo também realizado com fungo, sendo mais especificamente C. albicans,
observou-se uma interacao sinérgica entre a AMD e o FCZ principalmente em cepas resistentes
ao FCZ (GAMARRA et al., 2010). Tanto a interag@o sinérgica quanto a interacao aditiva sao
relevantes, visto que podem favorecer a eficicia ao reduzir as concentracdes utilizadas dos
medicamentos e ao diminuir a resisténcia ao tratamento farmacoldgico (HASSELT;
IYENGAR, 2019). Dessa forma, hd o aumento da possibilidade de eliminagdo de cepas clinicas
de Cryptococcus spp., €, consequentemente, reducdo dos casos de criptococose e de meningite
criptocdcica.

O sinergismo do antifingico com outras drogas € de grande relevancia para o
tratamento, tendo em consideracdo que ha a presenca de isolados de C. neoformans e C. gattii
com a presenc¢a de uma sensibilidade reduzida aos antiftingicos utilizados como anfotericina B,
fluconazol e itraconazol (MACHADO et al., 2022). Tal situagdo também € favoravel ao analisar
o contexto que os valores de CIM do FCZ estdo aumentando com base em um estudo de
vigilancia laboratorial para criptococose realizado em dois periodos, 2007-2008 e 2017, onde
foi identificado uma elevagcdo do nimero de cepas de Cryptococcus spp. que passaram a ser
inibidas por uma concentra¢do maior desse fairmaco, estando vinculada com o aparecimento de
mecanismos de resisténcia, evidenciando-se, assim, que o aumento de CIM € preocupante

devido a maior chance de falha terapéutica e 6bito do paciente e que hd a necessidade de ter o
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auxilio de outros medicamentos para combater o crescimento desse fungo (NAICKER et al.,
2020).

Butts et al. (2013), obtiveram uma redugdo em escala logaritmica das Unidades
Formadoras de Colonia (UFCs) das cepas de C. neoformans quando tratadas com a associagao
de amiodarona com fluconazol. Além disso foi evidenciado também por esse grupo de
pesquisadores que a AMD foi responsadvel pela reducdo da carga das cepas flingicas que
estavam no interior de fagdcitos murinos J774, sendo de grande importancia, visto que se tem
o conhecimento que a cdpsula polissacaridica das cepas de Cryptococcus spp. tem como fungao
reduzir a eliminacdo dentro dos fagécitos. Logo, a amiodarona mostra-se ser bastante
promissora no combate ao crescimento fungico, tendo em vista que alguns microrganismos se
apresentam no interior de fagossomos dificultando, assim, a acdo da anfotericina B e do
fluconazol, os quais seriam os principais farmacos a fim de reduzir a crescimento flngico.

O farmaco amiodarona tem indicacdo de utilizacido principalmente no tratamento
agudo de arritmias, tendo um pico de concentracdo plasmatica atingido cerca de 5 a 6 horas
apdés a administracdo oral. De acordo com os estudos farmacocinéticos da substancia, a
concentracdo plasmadtica atingida na faixa terapéutica estd inserida entre os valores de 0,5 a
3ug/mL (MARTINS, 1994). Esse intervalo é compativel com a CIM encontrada de Amiodarona
em 1 cepa testada de Cryptococcus sp. ao ser utilizada isoladamente e em 3 cepas clinicas de
Cryptococcus spp. apOs a associagdo farmacoldgica desta com o FCZ. Dessa forma, a utilizacao
do Fluconazol para a criptococose em um paciente que esteja fazendo o uso temporario da AMD
pode ser uma alternativa benéfica para a redug¢do de crescimento flingico e impedimento
consequentemente da propagacdo da doenga. Todavia, em casos que para a eliminacdo das
cepas flingicas necessita de uma concentracao plasmatica maior que a concentracao plasmatica
da faixa terapéutica, fato que ocorreu com algumas cepas do teste, o uso da AMD pode ndo ser
tao benéfico, pois aumenta a chance de efeitos téxicos para os pacientes, devendo assim ter
alternativas terap€uticas para erradicacao da criptococose.

Portanto, foi evidente uma atividade promissora da amiodarona em cepas clinicas,
devendo aprofundar a investigacdo desse farmaco, isolado e associados aos antiftingicos, para
avaliar a eficdcia e toxicidade in vivo, por exemplo em camundongos, no processo de

elimina¢do do fungo causador da criptococose.
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7 CONCLUSAO

A partir desse trabalho, chegou-se a conclusdo de que, no ambito do
reposicionamento de farmacos, a Amiodarona apresenta-se bastante promissora como
antiftingico frente a cepas de Cryptococcus spp., principalmente quando utilizada juntamente
com o Fluconazol, sendo necessario uma busca mais aprofundada na avaliacdo da efetividade
e toxicidade da interacdo farmacoldgica desses farmacos em experimentos in vivo, envolvendo
camundongos, por exemplo, e na identificacdo de mais fArmacos que podem agir em conjunto
com a amiodarona, e auxiliar no seu efeito antifingico, a fim de que aumente o nimero de
opg¢Oes possiveis a serem utilizadas na terapia. Ademais, € necessario ampliar o estudo acerca
da correlacio da amiodarona com tecnologias na producdo de farmacos, como a
nanotecnologia, a fim de buscar a efetividade e redugdo de riscos de efeitos colaterais ao

paciente.
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